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1.1 Die Familie der Disintegrin-ähnlichen Metalloproteinasen (ADAMs) 
Die Disintegrin-ähnlichen Metalloproteinasen - kurz ADAMs (a disintegrin and metallo-
proteinase) - bilden eine Enzymfamilie, die eine Gruppe transmembraner Typ I Glykoproteine 
umfasst. Die Bezeichnung ADAM beruht zum einen auf der Eigenschaft der Enzyme bei der 
Zell-Zell-Interaktion mit Integrinen zu interagieren und zum anderen auf der Fähigkeit die 
Ektodomänen von membranassoziierten Proteinen proteolytisch zu spalten. 
Aufgrund ihrer Funktion sind die Disintegrin-ähnlichen Metalloproteinasen in der Lage, die 
Zelloberfläche zu modifizieren und mit anderen Zellen zu interagieren, sie spielen daher eine 
wichtige Rolle bei einer Vielzahl biologischer Prozesse. Dazu zählen insbesondere 
Entwicklungs- und Regulationsprozesse im Organismus wie Zelldifferenzierung, 
Zellproliferation, Zellmigration und Signaltransduktion. Neben ihren physiologischen 
Funktionen sind die ADAMs auch an pathologischen Vorgängen beteiligt, wie 

















Abb. 1.1: Metzinkinfamilie der Metalloproteinasen  
Die Disintegrin-ähnlichen Metalloproteinasen (ADAMs) leiten sich von den Adamalysinen ab, die wiederum eine 
Unterfamilie der Metzinkine darstellen. Zu der Metzinkinfamilie zählen ebenso die Matrix Metalloproteinasen 
(MMPs), die Astacine und Serralysine. Zur Gruppe der Adamalysine gehören neben den ADAMs auch die 
Schlangengift Metalloproteinasen (SVMPs). 
 
 
Die ADAMs bilden eine Untergruppe der Zink-abhängigen Metalloproteinasen, der 
sogenannten Metzinkine (siehe Abb. 1.1). Zur Superfamilie der Metzinkine gehören die 
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astacus beschrieben), Serralysine (bakterielle Proteinasen) und Adamalysine (Bode et al., 
1993). Die letzte Gruppe, die Adamalysine, wird gemeinsam von den ADAMs und den 
Schlangengiften SVMPs (snake venom metalloproteinases) gebildet, die eine enge Homologie 
zueinander aufweisen (Blobel et al., 1992). 
Eine Untergruppe der ADAMs bilden die ADAM-TS (a disintegrin and metalloproteinase 
with thrombospondin motifs). Hierbei handelt es sich um eine Gruppe löslicher Proteasen. 
Bekannte Funktionen der ADAM-TS sind die Prozessierung von Kollagen, die Spaltung 
einiger Matrix-Proteoglykane und des von Willebrand Faktors, sowie die Inhibierung der 
Angiogenese (Porter et al., 2005). Der strukturelle Aufbau der ADAMs und einiger verwandter 
















Abb. 1.2: Aufbau der ADAMs und verwandter Metalloproteinasen 
Domänenstruktur der ADAMs, SVMPs, ADAM-TSs und MMPs. Die ADAM-TS Familie hat eine variable 
Anzahl von Thrombospondin-ähnlichen Motiven. Eine Subklasse der MMPs die sogenannten MT-MMPs 
(Membran-Typ MMPs) besitzen zusätzlich eine transmembrane Domäne und eine zytoplasmatische Domäne. 
Modifiziert nach Seals und Courtneidge, 2008. 
 
 
Die ersten ADAMs wurden 1987 bei der Analyse von Sperma-Oberflächenproteinen bei 
Meerschweinchen isoliert. Hierbei handelt es sich um ADAM1 und ADAM2, die auch als 
Fertilin-α und -β bezeichnet werden (Primakoff et al., 1987, Evans et al., 1999). Fertilin-α und 
-β bilden ein Heterodimer, welches mit Integrinen interagiert. Sie spielen eine Rolle bei der 
























































































            1 Einleitung 
 3 
ADAMs konnten bislang in einer Vielzahl von Spezies identifiziert werden, unter anderem in 
Schizosaccharomyces pombe, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster und in  
Vertebraten (Pan und Rubin, 1997, Huang et al., 2003, Nakamura et al., 2004). In Bakterien 
und Pflanzen wurden bisher keine ADAMs nachgewiesen (Stone et al., 1999). 
Die Synthese der ADAMs findet an den Ribosomen des rauhen Endoplasmatischen Retikulums 
statt, gefolgt von der Maturierung im Trans-Golgi-Netzwerk, wo die Glykosylierung und die 
Abspaltung der Prodomäne durch Proprotein Convertase 7 oder Furin von dem ADAM 
Vorläuferprotein erfolgt (Lum et al., 1998, Endres et al., 2003). Die Prodomäne der ADAMs 
hält die Funktion der Proteinase via eines Cystein-Schalters (cystein-switch) in einem latenten 
Zustand, in dem konservierte Cystein-Reste der Prodomäne das für die Funktion des Enzyms 
notwendige Zn2+ innerhalb der Metalloproteinase-Domäne koordinieren (Roghani et al., 1999, 
Anders et al., 2001). Darüber hinaus wirkt die isolierte Prodomäne der ADAMs als 
spezifischer Inhibitor der proteolytischen Aktivität und inhibiert so zelluläre Shedding 
Ereignisse (Moss et al., 2007, Gonzales et al., 2004). Im stationären Zustand befinden sich die 
ADAMs überwiegend im Trans-Golgi-Netzwerk (Schlondorff et al., 2000) und sind nur zu 
einem geringen Umfang auf der Plasmamembran lokalisiert (Gutwein et al., 2003).   
Die Disintegrin-ähnlichen Metalloproteinasen zeigen in ihrem strukturellen Aufbau eine 
charakteristische Domänenstruktur. Die Erkenntnisse über die Topologie beruhen auf 
Röntgenkritallographiedaten einiger SVMPs, wie beispielsweise des Apoptose-induzierenden 
Proteins-1 VAP1 (vascular apoptosis-inducing factor-1) und VAP2B (Takeda et al., 2006, 
Igarashi et al., 2007). Der N-terminalen Prodomäne der ADAMs schließt sich die katalytisch 
aktive Metalloproteinase-Domäne an, welche über ein konserviertes charakteristisches Zink-
bindendes Konsensusmotiv (HEXXHXXGXXH) einschließlich dreier Histidinreste verfügt, 
die Zn2+ im aktiven Zentrum binden. Die vierte Koordinationsstelle des Zn2+ wird durch einen 
Cysteinrest der Prodomäne abgeschirmt. Die globuläre Metalloproteinase-Domäne besitzt 
darüber hinaus ein Methionin-enthaltenen „Met-turn“. Dieser formt die hydrophobe Tasche für 
das Zinkion und die Histidinreste und ist somit für die Konformation und strukturelle Integrität 
des aktiven Zentrums von Bedeutung (Bode et al., 1993). An die katalytische Domäne 
schließen sich eine Disintegrin-ähnliche Domäne, eine Cystein-reiche Domäne und eine EGF 
(epidermal growth factor)-ähnliche Domäne an, gefolgt von einer transmembranen und einer 
zytoplasmatischen Domäne (Blobel et al., 1992). Die Bezeichnung „Disintegrin" beruht auf die 
durch die Disintegrin-Domäne hervorgerufene Störung von Integrinbindungen (Gould et al., 
1990). In Abbildung 1.3 ist der schematische Aufbau der ADAMs mit dem katalytisch aktiven 
Zink-bindenden Konsensusmotiv dargestellt.1  














Abb. 1.3: Schematischer Aufbau der Disintegrin-ähnlichen Metalloproteinasen (ADAMs) 
Die katalytisch aktiven ADAMs besitzen eine Prodomäne (blau) die das aktive Zentrum verschließt. Das Zinkion 
(rosa) ist über drei Histidinreste des konservierten HEXXHXXGXXH-Motives in der katalytisch aktiven 
Metalloproteinase-Domäne koordiniert. Die vierte Koordinationsbindung geht das Zinkion mit einem Cysteinrest 
der Prodomäne ein. Durch Furin oder einer Proprotein Convertase kann die Prodomäne abgespaltet werden. An 
die Metalloproteinase-Domäne schließt sich die Disintegrin-ähnliche Domäne an, gefolgt von einer Cystein-
reichen Domäne, der EGF-ähnlichen Domäne, der transmembranen und schließlich der zytoplasmatischen 
Domäne. ADAMs, die nicht katalytisch aktiv sind, fehlt das Zink-bindende Konsensusmotiv. Die 
zytoplasmatische Domäne bestitzt teilweise Phosphorylierungstellen und SH3-bindende Domänen. Einigen 
ADAMs fehlt die EGF-ähnliche Domäne, unter anderem ADAM10 und ADAM17.  
 
 
Das Zink-bindende Motiv ist nicht bei allen der bislang 40 bekannten ADAMs zu finden, so 
dass nur etwa die Hälfte der ADAMs proteolytisch aktiv sind. Eine Metalloproteinaseaktivität 
wurde für ADAM8, 9, 10, 12, 15, 17, 19, 20, 21, 28, 30 und 33 beschrieben (Howard et al., 
2001, Moss et al., 2002, Zheng et al., 2004).  
Die Aktivität der ADAMs kann auf verschiedenen Ebenen reguliert werden, u.a. durch 
transkriptionelle Kontrolle, alternatives Spleißen oder post-transkriptionelle Modifikation. 
Auch die Interaktion anderer Proteine mit der ADAM-Ektodomäne oder der zytoplasmatischen 
Domäne, die Lokalisation innerhalb der Plasmamembran, die Regulation durch das Substrat 
und die Stabilität der ADAM Proteinase können deren Aktivität beeinflussen (Huovila et al., 
2005). 
Die ADAMs weisen ein sehr breites Substratspektrum auf. Einer der wichtigsten Vertreter aus 
der Proteasefamilie ist ADAM17, welches im Zusammenhang mit der Freisetzung von TNF-α 
(tumor necrosis factor-α) entdeckt wurde und daher auch als TACE (TNF-α-converting 
enzyme) bekannt ist (Black et al., 1997). Neben ADAM17 spielt auch ADAM10 eine wichtige 
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1.1.1 Shedding - proteolytische Ektodomänenspaltung 
Shedding beschreibt die proteolytische Prozessierung eines membranständigen Moleküls, bei 
der ein lösliches Fragment in den extrazellulären Raum freigesetzt wird (Abb. 1.4). Die an 
diesem Prozess beteiligten Enzyme werden als Sheddasen bezeichnet. Das Shedding wurde 
bereits bei vielen transmembranen Proteinen beobachtet, unter anderem bei Zytokinen (TNF-α 
(Black et al., 1997)), Wachstumsfaktoren (EGF (Le Call et al., 2003), TGF-α (Peschon et al., 
1998)), Adhäsionsmolekülen (L-Selektin (Peschon et al., 1998), ICAM-1 (Tsakadze et al., 
2006), VCAM-1 (Garton et al., 2003)), Rezeptoren (TNF-Rezeptor (Peschon et al., 1998),    
IL-6-Rezeptor (Althoff et al., 2000)) und weiteren transmembranen Molekülen (Fas Ligand 
(Mitsiades et al., 2001), CD30 (Hansen et al., 2000)). 
Die proteolytische Ektodomänenspaltung stellt einen wichtigen Mechanismus zur Regulation 
zellulärer Prozesse dar. Abhängig von der Expression und Lokalisation der Sheddase und deren 















Abb. 1.4: Shedding eines transmembranen Proteins  
(A) Die Proteolyse eines membrangebundenen Proteins setzt ein lösliches Peptid in den extrazellulären Raum frei. 
Nach dem Shedding verbleibt ein membrangebundenes Fragment in der Plasmamembran. (B) Anhand von 
Ligand-Rezeptor-Paaren sind die möglichen Funktionen des Sheddings dargestellt. In Abwesenheit der 
proteolytischen Ektodomänenspaltung vermag ein membran-verankerter Ligand nur die juxtrakrine Signalierung 
zu vermitteln. Das Shedding eines Liganden kann die eigene Zelle stimulieren (autokrine Signalisierung) oder 
Zellen in der unmittelbaren Umgebung (parakrine Signalisierung). Es kann auch ein löslicher Ligand-Rezeptor-
Komplex entstehen, wenn Ligand und Rezeptor gespalten werden. Die membran-proximale Spaltung durch 
ADAMs leitet oft eine Presenilin-abhängige zweite Spaltung ein. Dieser Mechanismus wird auch als regulierte 
intramembrane Proteolyse (RIP) bezeichnet und ermöglicht, dass eine intrazelluläre Domäne (IZD) in den 
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Im Falle der Adhäsionsmoleküle führt die proteolytische Spaltung zu einem Aufheben ihrer 
adhäsiven Eigenschaft. Beispielhaft hierfür ist das Shedding des L-Selektins, welches das 
charakteristische Rollen der Leukozyten am Endothel zulässt. Die Inhibition des L-Selektin 
Sheddings äußert sich hingegen in einem veränderten Rollverhalten der Leukozyten und in 
einer erhöhten Leukozytenrekrutierung (Herren, 2002). 
Freigesetzte Moleküle sind sowohl in der Lage, das Zellverhalten anderer Zellen (parakrin) als 
auch das der eigenen Zelle (autokrin) zu beeinflussen. So führt das Entfernen der Rezeptoren 
von der Zelloberfläche zu einem Verlust an Responsivität. Allerdings können auch lösliche 
Rezeptoren ihren Liganden binden und als lösliche Rezeptor-Ligand-Komplexe andere Zellen, 
denen der entsprechende Rezeptor fehlt, aktivieren. Dieses Phänomen des Trans-signallings 
wurde insbesondere für den IL-6-Rezeptor beschrieben (Rose-John et al., 1994). 
Grundsätzlich wird zwischen zwei Formen des Sheddings unterschieden, dem konstitutiven 
und dem induzierbaren Shedding. Letzteres kann durch Calcium-Mobilisierung, 
Signaltransduktionswege der MAP (mitogen activated protein)-Kinasen (Fan et al., 1999; 
Gechtman et al., 1999) oder der Proteinkinase C (Diaz-Rodriguez et al., 2002) eingeleitet 
werden.  
Für die Untersuchung des induzierbaren Sheddings wird daher oft der synthetisch hergestellte 
Proteinkinase C-Agonist PMA (Phorbol 12-myristat 13-acetat) verwendet. Ein weiteres 
Stimulanz zur Aktivierung der Sheddasen ist das Calcium-Ionophor Ionomycin, welches einen 
Calcium-Einstrom in die Zelle bewirkt (Liu und Hermann, 1978). Für die Regulation des 
Sheddings gibt es jedoch auch physiologische Stimulantien, darunter das Acetylcholin im Falle 
des APP  Sheddings (Buxbaum et al., 1992, Nitsch et al., 1992) und Lipopolysaccharide (LPS) 
im Falle des TNF-α Sheddings (McGeehan et al., 1994). 
Neben den Induktoren des Sheddings existieren auch physiologische Inhibitoren. So hemmen 
beispielsweise die TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteases) endogen die Sekretase-
aktivität von Matrix Metalloproteinasen und ADAMs (Murphy et al., 2003). Bislang wurden 
vier verschiedene TIMPs identifiziert (Brew et al., 2000). Sie besitzen 12 konservierte 
Cysteinreste, die sechs Disulfidbrückenbindungen ausbilden. Die hemmende Wirkung der 
TIMPs erfolgt durch die Bindung an das katalytische Zinkion der Metalloproteinase.  
TIMP-3 ist im Gegensatz zu  TIMP-1, -2 und -4 in der Lage, die Metalloproteinase-Domäne 
von ADAM17 zu hemmen (Amour et al., 1998). ADAM10 kann durch TIMP-1 und TIMP-3, 
aber nicht durch TIMP-2 und TIMP-4 gehemmt werden (Amour et al., 2000). 
Um Aufschluss darüber zu erhalten, welche Sheddasen am Shedding beteiligt sind, bietet sich 
der Einsatz spezifischer Inhibitoren an. Zur Hemmung von Metalloproteinasen werden 
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Hydroxamat-basierte Inhibitoren eingesetzt, wie z. B. TAPI und GM6001. Diese besetzen 
spezifisch das aktive Zentrum der katalytischen Domäne und chelatieren das Zinkion, was zu 
einem Verlust der Sekretaseaktivität führt (Ludwig et al., 2005). 
Im Vergleich zu den ADAMs spaltet die γ-Sekretase ihre Substrate innerhalb der trans-
membranen Domäne. Die im intrazellulären Raum freigesetzten Fragmente können dann 
entweder degradiert werden oder beispielsweise als Transkriptionsfaktoren Einfluss auf das 
zelluläre Geschehen nehmen. Die γ-Sekretase ist als ein Komplex in der Membran vorzufinden 
der aus Presenilin, Nicastrin, Aph-1 (anterior-pharynx-defective protein-1) und Pen-2 
(presenilin enhancer protein-2) besteht. Entscheidend für die katalytische Wirkung ist das 
Presenilin (PS), ein Protein mit acht Transmembran-Domänen. Das Presenilin wird zunächst 
als inaktives Holoprotein synthetisiert und erst durch endoproteolytische Spaltung zwischen 
der 6. und 7. transmembranen Domäne in die aktive Form überführt. Bekannte Substrate der   
γ-Sekretase sind neben APP (Selkoe, 1998) unter anderem der Notch-1 Rezeptor (Fortini, 
2001), Syndecan-3 (Schulz et al., 2003) und  E-Cadherin (Marambaud et al., 2002).  
Man geht davon aus, dass die γ-Sekretase nur bereits proteolytisch verkürzte Moleküle als 
Substrat erkennt. Deshalb kommt den ADAMs eine Schlüsselrolle bei der proteolytischen 
Ektodomänenspaltung zu. Im nächsten Kapitel wird eingehender auf ADAM10 eingegangen. 
Für die verwandten Moleküle, des in dieser Arbeit zu untersuchenden Proteins VE-Cadherin, 
wie E- und N-Cadherin wurde ADAM10 bereits als bedeutsame Metalloproteinase für das 




ADAM10 - ebenfalls als Kuzbanian, KUZ und MADM (mammalian disintegrin 
metalloproteinase) bezeichnet - wurde erstmals 1989 aus Rinderhirn als ein MBP (myelin 
basic protein)-degradierendes Enzym isoliert (Chantry et al., 1989) und nach seiner 
Klonierung als ADAM klassifiziert (Howard et al., 1996). 
Für ADAM10 konnte anhand der Ektodomänenspaltung von APP eine α-Sekretaseaktivität 
nachgewiesen werden. Dabei verhindert die Spaltung von APP durch ADAM10 die Bildung 
eines β-Amyloid-Peptids (Aβ), welches in der Folge zur Entstehung der Alzheimer 
Erkrankung beiträgt. Das durch eine α-Sekretase entstehende sezernierte APP (sAPP) wirkt 
neuroprotektiv (Lammich et al., 1999).  
ADAM10 wird in verschiedenen Geweben exprimiert, unter anderem im Gehirn, 
Skelettmuskel, Herz und Niere (Kärkkäinen et al., 2000, Dehmel et al., 2008, Albrecht et al., 
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2006, Schramme et al., 2008). Zudem ist ADAM10 in einer Vielzahl von Spezies (Bos taurus, 
Caenorhabditis elegans, Danio rerio, Drosophila melanogaster, Gallus gallus, Homo sapiens, 
Mus musculus, Rattus norvegicus, Sus scrofa, Xenopus laevis) vorzufinden 
(http://people.virginia.edu/~jw7g/Table_of_the_ADAMs.html). 
Zahlreiche Substrate, die einer proteolytischen Prozessierung durch ADAM10 unterliegen, 
konnten bereits identifiziert werden (siehe Tab. 1.1). 
 
Tab. 1.1: ADAM10 Substrate 
 
Substratgruppe Substrat Referenzen 
Zytokine CX3CL1 CXCL16 
(Hundhausen et al., 2003)  





(Sanderson et al., 2005)  
(Sahin et al., 2004)  







(Matthews et al., 2003) 
(Hartmann et al., 2002) 
(Raucci et al., 2008) 
(Liu et al., 2009) 







(Nagano et al., 2004) 
(Maretzky et al., 2005a) 
(Reiss et al., 2005) 
(Maretzky et al., 2005b)  
(Reiss et al., 2006) 














(Lammich et al., 1999) 
(Millichip et al., 1998) 
(Franzke et al., 2002) 
(Six et al., 2003) 
(La Voie at al., 2003) 
(Hattori et al., 2000) 
(Janes et al., 2005) 
(Vincent et al., 2001) 
(Anders et al., 2006) 
(Endres et al., 2005) 
(Schulte et al., 2007) 
(Bloch et al., 2009) 
 
 
Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass ADAM10 selbst durch Proteasen gespalten wird. So 
sind ADAM9 und ADAM15 in der Lage, die Ektodomäne von ADAM10 freizusetzen. 
Weiterhin kann die intrazelluläre Domäne von ADAM10 durch den γ-Sekretase-Komplex 
proteolytisch prozessiert werden. Das Fragment transloziert nach der Spaltung in den Zellkern 
und ist in subnukleären Strukturen lokalisiert, welche in der Regulation von Genen involviert 
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sind. ADAM10 übt so eine doppelte Rolle aus, zum einem indem es als membrangebundenes 
Protein eine Metalloproteinase-Aktivität aufweist und zum anderen ein potentielles 
Signalmolekül darstellt nachdem es durch ADAM9/ADAM15 und der γ-Sekretase gespalten 
wird (Tousseyn et al., 2009).  
ADAM10 ist äußerst wichtig während der frühen Embryogenese, so sterben ADAM10- 
defiziente Mäuse bereits an Embryonaltag E9,5 und zeigen Entwicklungsstörungen, die 
eventuell durch Beeinträchtigung des Notch-Signalweges hervorgerufen sind. Die Mäuse 
weisen Defekte in der Herz- und ZNS-Entwicklung, in der Vaskulogenese und Somitogenese 
auf (Hartmann et al., 2002).  
ADAM10 spielt auch bei pathologischen Prozessen eine Rolle. So konnte gezeigt werden, dass 
eine erhöhte Expression von ADAM10 mit verschiedenen Tumoren assoziiert ist. Dies konnte 
für Prostatakrebs, Darmkrebs und Plattenepithelkarzinom beobachtet werden (McCulloch et 
al., 2004, Gavert et al., 2007, Ko et al., 2007). 
Eine wichtige Substratgruppe von ADAM10 bilden die Zelladhäsionsmoleküle. Es konnten 
bereits eine Vielzahl von Substraten, wie N-Cadherin, E-Cadherin, γ-Protocadherin, L1 und 
CD44 ausfindig gemacht werden. Für diese Proteine konnte gezeigt werden, dass sie zusätzlich 
einer Spaltung durch den γ-Sekretase-Komplex unterliegen (Marambaud et al., 2003, 
Marambaud et al., 2002, Maretzky et al., 2005b, Murakami et al., 2003, Haas et al., 2005). Da 
in dieser Arbeit die Untersuchung des VE-Cadherins im Vordergrund stand, soll im nächsten 
Abschnitt näher auf die Zelladhäsionsmoleküle und im Speziellen auf VE-Cadherin 




Adhäsionsmoleküle vermitteln Zell-Zell-Verbindungen bzw. Zell-Matrix-Verbindungen und 
bilden damit die Grundlage, dass Zellen aneinander oder an der Extrazellulären Matrix haften. 
Die Zelladhäsionsmoleküle werden in vier Hauptfamilien unterteilt: die Cadherine, die 
Selektine, die Integrine und die Immunglobulin-Superfamilie (Abb. 1.6, Hynes, 1999). Generell 
wird zwischen Ca2+-abhängiger und Ca2+-unabhängiger (Takeichi, 1977), homophiler und 
heterophiler Interaktion unterschieden (Edelmann, 1985).  
Eine der wichtigsten und weitverbreitesten Arten adhäsiver Interaktion zwischen Zellen wird 
durch Cadherine vermittelt, die im Folgenden vorgestellt werden sollen. 
 
 














Abb. 1.5: Schematische Darstellung der vier Hauptfamilien von Zelladhäsionsmolekülen    
Zu den Hauptfamilien der Zelladhäsionsmoleküle zählen: die Cadherine, die Immunglobulin-Superfamilie, die 
Selektine und die Integrine. Die Cadherine vermitteln die Ca2+-abhängige homophile Adhäsion zwischen den 
Zellen. Die Kristallstruktur der Domänen zeigt, dass die Moleküle während ihrer Bindung als Dimere auftreten. 
Die Immunglobulin-Superfamilie vermittelt die homophile Interaktion (beispielsweise PECAM-1) und die 
heterophile Interaktion mit Integrinen (z.B. VCAM-1 auf stimulierten Endothelzellen bindet α4β1 Integrin auf 
Leukozyten). Die Zelladhäsion ist Ca2+-unabhängig. Selektine besitzen eine Ca2+-abhängige Lektindomäne, die 
mit Kohlehydratgruppen von hoch-glykosylierten Proteinen interagiert. P-Selektin auf aktivierten  Thrombozyten 
und Endothelzellen vermittelt die Adhäsion zu Mucinen, die auf einigen Leukozyten präsentiert sind. Integrine 
formen ein Heterodimer aus den Untereinheiten α und β. Die Bindung der Integrine ist Ca2+-abhängig. Sie binden 
Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie, lösliche Zelladhäsionsmoleküle (z.B. Fibrinogen) und Proteine der 




Die Cadherine (Calcium-dependent adhering proteins) sind Zellädhäsionsmoleküle, die als 
Ca2+-abhängige transmembrane Glykoproteine die homophile Adhäsion zwischen Zellen 
vermitteln und die Gewebestruktur und Morphogenese aufrechterhalten (Ranscht, 1994, 
Takeichi, 1995).  
Zur Cadherin-Superfamilie gehören eine Vielzahl diverser Mitglieder. Im Menschen sind 
bislang mehr als 80 Mitglieder der Cadherin-Superfamilie bekannt. Insgesamt sind bisher über 
300 verschiedene Cadherine gefunden worden (Tepass et al., 2000). Eingeteilt werden die 
Cadherine in Klassische Cadherine und nicht-Klassische Cadherine (Angst et al., 2001). 
Basierend auf den Sequenzvergleichen, können die Klassischen Cadherine wiederum in zwei 
Subfamilien unterteilt werden: die Klassischen Typ I Cadherine, wie zum Beispiel das 
epitheliale (E)-, das neuronale (N)-, das plazentale (P)- und das retinale (R)-Cadherin und die 
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Die Klassischen Typ I Cadherine verfügen über ein konserviertes HAV (His-Ala-Val)-
Sequenzmotiv in der ersten Cadherin-Domäne, welches auch als CAR (cell adhesion 
recognition) bezeichnet wird und für die Zell-Zell Adhäsion notwendig ist (Blaschuk et al., 
1990, Blaschuk et al., 2002). Die Typ II Cadherine haben ebenso eine postulierte CAR Stelle, 
die das zentrale Alanin enthält. Die beiden benachbarten Aminosäurereste können hierbei 
allerdings variieren. VE-Cadherin fehlt das zentrale Alanin in der CAR Region, stattdessen 




























Abb. 1.6: Mitglieder der Cadherin-Superfamilie 
Die Cadherine unterteilen sich in Klassische und nicht-Klassiche Cadherine. Die Klassichen Cadherine wiederum 
teilen sich in Typ I und Typ II Cadherine. Zu den Typ I Cadherinen gehören unter anderem das epitheliale (E)-
Cadherin, das neuronale (N)-Cadherin, das plazentale (P)-Cadherin und das retinale (R)-Cadherin. Zu den Typ II 
Cadherinen zählt das vaskuläre endotheliale (VE)-Cadherin. Nicht-Klassische Cadherine sind unter anderem die 




Die Klassischen Cadherine besitzen eine große N-terminale extrazelluläre Domäne, welche 
durch eine Serie von fünf homologen Wiederholungen charakterisiert ist, die meist distal für 
die Bindungsspezifität verantwortlich sind (Hatta et al., 1991, Takeichi, 1988). Der relativ 
kurze C-Terminus interagiert mit zytoplasmatischen Proteinen, welche zur Armadillo Familie 
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Plakoglobin können als Signalmoleküle agieren. Wenn diese von der Adhäsionsverbindung ins 
Zytosol freigesetzt werden, sind sie in der Lage, in den Zellkern zu translozieren, dort an 
Transkriptionsfaktoren zu binden und die Genexpression zu regulieren (Beherens et al., 1996, 
Huber et al., 1996).  
β-Catenin spielt eine zentrale Rolle im Wnt-Signaltransduktionsweg, der verschiedene 
Entwicklungsprozesse vermittelt. β-Catenin assoziiert dabei im Zellkern mit der LEF 
(lymphoid enhancer factor)/ TCF (T-cell factor) Familie von Transkriptionsfaktoren und  
reguliert eine Reihe von Genen, darunter cyclin D1, c-myc und c-jun, die vor allem für die 
Zellproliferation von Bedeutung sind (Willert et al., 1998).  
Viele Cadherine werden gewebespezifisch exprimiert. Eine gestörte Expression oder Funktion 
einiger Cadherine resultiert in einer abnormen Entwicklung einzelner Organe (Larue et al., 




VE-Cadherin (vaskuläres endotheliales-Cadherin) - auch als Cadherin-5 oder CD144 
bezeichnet - ist in intrazellulären Verbindungen von Endothelzellen lokalisiert, wo es für die 
Kohäsion und Organisation der Zell-Zell-Interaktion eine Rolle spielt (Brevario et al., 1995). 
VE-Cadherin wurde erstmals 1991 von Suzuki identifiziert und beschrieben (Suzuki et al., 
1991). Es handelt sich dabei um ein 130 kDa großes, transmembranes Glykoprotein, welches 
zur Cadherin-Familie der Zelladhäsionsmoleküle gehört. Das VE-Cadherin gehört zum Typ I 
transmembraner Proteine und besitzt somit einen extrazellulären N-Terminus und einen 
intrazellulären C-Terminus.  
Abbildung 1.7 zeigt den strukturellen Aufbau des VE-Cadherins. Der N-terminale Anteil 
besteht aus fünf repetitiven Cadherin-Domänen und dazwischenliegenden Ca2+-Bindestellen. 
Das Calcium wird dabei über saure Seitengruppen von Glutamin und Asparaginsäure 
gebunden. Den tandemartigen Ig-ähnlichen Cadherin-Domänen folgt eine transmembrane 
Domäne und eine zytoplasmatische Domäne. Letztere besitzt eine Bindestelle für Catenine, die 
indirekt die Bindung an das Zytoskelett vermitteln (Vincent et al., 2004). 
Das VE-Cadherin spielt eine zentrale Rolle in der Vaskulogenese, Angiogenese und in der 
Regulation der Permeabilität (Vincent et al., 2004). VE-Cadherin ist wichtig für die 
Ausbildung der endothelialen Morphologie (Martin-Padura et al., 1995) und ist essentiell für 
die Bildung eines stabilen Blutgefäßsystems während der Embryonalentwicklung (Vittet et al., 
1997). Es wird in Mausembryonen ab Tag E7,5 in mesodermalen Zellen der Eihülle exprimiert 
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(Breier et al., 1996). Die funktionelle Bedeutung des VE-Cadherins konnte bei Mäusen durch 
gezieltes Ausschalten dieses Gens beobachtet werden. So sterben VE-Cadherin-defiziente 
Embryonen bereits am Tag E9,5, wobei ein nicht entwickeltes Gefäßsystem sowie starke 
Defekte in der Herzentwicklung beobachtet wurden (Carmeliet et al., 1999). Zudem hebt die 
Defizienz von VE-Cadherin die Übermittlung des Überlebenssignals über den VEGF-A 
(vascular endothelial growth factor-A) Signaltransduktionsweg auf und induziert somit 
Apoptose in Endothelzellen (Carmeliet et al., 1999). Generell schützen Zell-Zell-


















Abb. 1.7: Schematischer Aufbau des vaskulären endothelialen (VE)-Cadherins 
Im Extrazellulären Raum ragt die N-terminale Cadherin-Domäne hervor, die insgesamt aus fünf einzelnen 
Ektodomänen (EC1-EC5) besteht, zwischen denen sich jeweils Ca2+-Bindestellen befinden. Daran schließen sich 
die transmembrane und die zytoplasmatische Domäne an. Die zytoplasmatische Domäne ist über β- und              
α-Catenin an das Aktin-Zytoskelett gebunden.  
 
 
VE-Cadherin konnte auch im Zusammenhang mit Tumoren beobachtet werden. So wird       
VE-Cadherin in stark aggressiven Melanomzellen exprimiert, in schwach aggressiven 
Tumorzellen hingegen konnte VE-Cadherin nicht detektiert werden. Die Herunterregulierung 
der VE-Cadherin Expression in den aggressiven Melanomzellen, hebt die Fähigkeit auf, ein 
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1.3 Das Endothel: die innerste Wandschicht der Gefäße 
Das Endothel kleidet die Gefäße aus und bildet somit die innerste Wandschicht (Abb. 1.8). Es 
formt die Hauptbarriere für die Passage von Makromolekülen und zirkulierenden Blutzellen 
zum Gewebe und stellt damit einen wichtigen Bestandteil der Blut-Organ-Schranke dar 
(Dejana et al., 1995).  
Das Endothel weist spezialisierte Zellverbindungen auf, zum einen Verschlusskontakte (Tight 
junctions) und zum anderen Adhäsionskontakte (Adherens junctions). In diesen endothelialen 
Zellverbindungen sind eine Reihe verschiedener Zelladhäsionsmoleküle lokalisiert (Dejana, 
2004). Die interzellulären Zelladhäsionsmoleküle sind in der Lage die endotheliale 
Permeabilität sowie die Leukozytentransmigration zu regulieren (Dejana et al., 1995).   
Die Verschlusskontakte bilden einen sehr engen Kontakt zwischen den Nachbarzellen aus, 
dadurch wird eine Diffusionsbarriere geschaffen, die den Fluss von Molekülen über das 
Endothel kontrolliert. Zu den bekanntesten Zelladhäsionsmolekülen, die den Verschlusskontakt 
bilden, zählen das Occludin, die Claudine und die JAMs (junctional adhesion molecules) 
















Abb. 1.8: Aufbau des Gefäßes 
Der Wandaufbau von Gefäßen (Blutgefäße und Lymphgefäße) gliedert sich in drei Schichten: die innere Tunica 
intima, die sich aus dem Endothel und einer subendothelialen Schicht zusammensetzt, die mittlere Tunica media, 
die aus glatten Muskelzellen und einer äußeren elastischen Lamina besteht, und die äußere Tunica adventitia, die 
aus Bindegewebe aufgebaut ist. In der äußeren Tunica adventitia befinden sich zudem kleine Versorgungsgefäße 




Die Adhäsionskontakte werden durch Cadherine gebildet, die die physikalische Verbindung 
zwischen Zellmembranen und dem Zytoskelett ausbilden. Endothelzellen exprimieren neben 
dem spezifischen VE-Cadherin auch N-Cadherin. Im Gegensatz zum VE-Cadherin liegt das   
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Zellmembran verteilt. N-Cadherin vermittelt die Adhäsionsverbindungen zwischen 
Endothelzellen und glatten Muskelzellen oder Perizyten (Navarro et al., 1998).  
In den Adhäsionskontakten findet sich weiterhin das VE-PTP (vascular endothelial protein 
tyrosine phosphatase) - ein transmembraner Bindepartner von VE-Cadherin -, welcher die 
Tyrosinphosphorylierung von VE-Cadherin reduziert, die Permeabilität verringert und damit 
die adhäsive Funktion von VE-Cadherin verstärkt. VE-PTP ist so in der Lage, die Integrität des 
Adhäsionskontaktes zu kontrollieren (Nawroth et al., 2002).  
Neben den Zelladhäsionsmolekülen, die in Verschlußkontakten oder Adhäsionskontakten zu 
finden sind, ist PECAM (platelet endothelial cell adhesion molecule) ein weiteres wichtiges 
Molekül, welches die endotheliale Zelladhäsion vermittelt. PECAM gehört zur 
Immunglobulin-Superfamilie und ist ein transmembranes Protein mit sechs Ig-ähnlichen 
homologen Domänen (Newman et al., 1990). PECAM ist wichtig für verschiedene 
endotheliale Zellaktivitäten, wie Angiogenese, vaskuläre Wundheilung und Kontrolle der 
Leukozytenextravasion (Newman et al., 1990, DeLisser et al., 1994, Muller et al., 1993). In 





















Abb. 1.9: Endotheliale Zelladhäsionsmoleküle 
Endotheliale Zellverbindungen werden durch transmembrane Adhäsionsmoleküle und ihren intrazellulären 
Komponenten gebildet. Die Verschlusskontakte (tight junctions) werden von Proteinen wie Claudine, Occludin, 
JAMs (junctional adhesion molecules), ESAM (endothelial cell selective adhesion molecule) und Nectin 
vermittelt. Die Adhäsionskontakte (adherens junctions) werden überwiegend durch VE-Cadherin aufgebaut. 
Außerhalb dieser Kontakte findet man als Zelladhäsionsmoleküle PECAM und N-Cadherin. Modifiziert nach 
Dejana, 2004. 
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1.3.1 Regulation der endothelialen Barriere 
Das Endothel formt ein wichtiges metabolisches Organ, welches in vielen physiologischen 
Prozessen involviert ist. Die endotheliale Homöostase und vaskuläre Integrität wird während 
der Angiogenese, der Wundheilung und bei thrombotischen und entzündlichen Reaktionen 
streng reguliert (Red-Horse et al., 2007). Die Gefäßwand kontrolliert dabei den Austausch von 
Makromolekülen und Flüssigkeiten zwischen dem Blutstrom und dem intestinalen Gewebe 
(Weis et al., 2005). 
Verschiedene Entzündungsmediatoren und Wachstumsfaktoren, wie Thrombin, Histamin, 
Bradykinin, VEGF, TNF-α, LPS, Serotonin und Oxidantien können die vaskuläre 
Permeabilität erhöhen (Vestweber et al., 2008). Für die Entzündungsmediatoren Histamin und 
Thrombin, dem Wachstumsfaktor VEGF sowie LPS und ROS wurde ein Einfluss auf die     
VE-Cadherin-vermittelten Zellkontakte beschrieben (Andriopoulou et al., 1999, Rabiet et al., 
1996, Gavard et al., 2006, Gong et al., 2008, van Wetering et al., 2002). 
Histamin, ein biogenes Amin, welches in Mastzellen und basophilen Granulozyten 
synthetisiert wird, induziert die Tyrosinphosphorylierung von VE-Cadherin, β-Catenin und  
Plakoglobin und führt damit zu einer erhöhten Permeabilität (Andriopoulou et al., 1999).  
Thrombin - eine Serinprotease, die an der Blutgerinnung, bei Entzündungen und Angiogenese 
beteiligt ist - repräsentiert einen Schlüsselregulator der endothelialen Barriere. Es aktiviert die 
Protease-aktivierte Rezeptor (PAR) Familie von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren durch 
proteolytische Spaltung (Coughlin et al., 2005). Daraufhin erhöht sich die intrazelluläre 
Calciumkonzentration, wodurch die Proteinkinase C (PKC) stimuliert wird (Sandoval et al., 
2001). Thrombin zerstört damit reversibel den VE-Cadherin/Catenin-Komplex und erhöht 
somit die endotheliale Permeabilität (Rabiet et al., 1996).  
Der Wachstumsfaktor VEGF induziert die Tyrosinphosphorylierung von VE-Cadherin,          
β-Catenin, Plakoglobin und p120 und erhöht auf diese Weise die Permeabilität (Esser et al., 
1998). Es wurde darüber hinaus publiziert, dass VEGF die Endozytose von VE-Cadherin über 
Clathrin-beschichtete Vesikel fördert und somit die endotheliale Permeabilität kontrolliert 
(Gavard et al., 2006). 
TNF-α ist ebenfalls in der Lage, die Permeabilität zu induzieren, so konnte beobachtet werden 
dass TNF-α die Tyrosinphophorylierung von VE-Cadherin, γ-Catenin und p120 erhöht 
(Angelini et al., 2006). Weiterhin hebt TNF-α selektiv die Integrität von Blutgefäßtumoren 
auf, indem es den VE-Cadherin-Komplex zerstört, was zur erhöhten Durchlässigkeit zwischen 
den Endothelzellen des Tumors führt (Menon et al., 2006).  
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Für LPS und ROS wurde ebenfalls eine Erhöhung der Permeabilität durch eine 
Tyrosinphosphorylierung von VE-Cadherin und p120 beschrieben (Gong et al., 2008, van 
Wetering et al., 2002).  
Neben der Permeabilität spielt die Leukozytentransmigration (Abb. 1.10) eine weitere wichtige 
Rolle im metabolischen Prozess des Endothels. Es wurde gezeigt, dass die Transmigration von 
Neutrophilen durch das vaskuläre Endothel parallel mit der Spaltung von VE-Cadherin durch 
die Serinproteasen Elastase und Cathepsin G einhergeht, die auf der Oberfläche von 
Neutrophilen präsentiert sind (Hermant et al., 2003).  
Drei weitere wichtige Adhäsionsmoleküle, die im Zusammenhang mit der Transmigration von 
Leukozyten stehen, sind PECAM-1, JAMs und CD99 - auch bekannt als MIC2. Sie werden auf 
der Oberfläche von Leukozyten und Endothelzellen exprimiert und vermitteln die homophile 
Interaktion zwischen beiden Zelltypen (Muller et al., 1993, Martin-Padura et al., 1998, Lou et 




















Abb. 1.10: Transendotheliale Migration 
Während der Passage über den interendothelialen Spalt begegnen die Leukozyten verschiedenen Adhäsions-
molekülen. Während dieses Prozesses wird VE-Cadherin vorübergehend verlagert. Dabei tendiert VE-Cadherin 
zu einer Umverteilung auf die Endothelzelloberfläche (Allport et al., 1997). PECAM und JAMs sind entlang der 
endothelialen Zellgrenze konzentriert. Möglicherweise werden beide Moleküle aus spezifischen Vesikeln recycelt. 
PECAM, JAMs und CD99 werden auch auf der Oberfläche von Leukozyten exprimiert, so dass entlang der 
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Das Endothel spielt durch dessen regulatorische Funktion auf das Gefäß, wie Kontrolle des 
vasomotorischen Tonus, lokale Homöostase und proliferative Prozesse, eine entscheidende 
Rolle im Prozess der arteriosklerotischen Erkrankung (Schächinger et al., 2000). Die 
Endotheliale Dysfunktion stellt eine Funktionsstörung des Endothels dar, aus der 
Arteriosklerose entsteht. Die Arteriosklerose (Arterienverkalkung) ist eine Erkrankung der 
Gefäße, bei der krankhafte Veränderung der Arterienwand zu einer Verdickung und 
Verhärtung und somit zu einem Elastizitätsverlust und einer Lumeneinlagerung führt. 
Infolgedessen kann eine Durchblutungsstörung und Minderdurchblutung des nachgeschalteten 
Gewebes beobachtet werden. Typische Folgeerkrankungen sind die Koronare Herzkrankheit 
(KHK) und die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK). In arteriosklerotischen 
Plaques von Carotiden konnte eine starke Expression von VE-Cadherin beobachtet werden, 
weshalb dieses Molekül ein Marker für die Progression von arteriosklerotischen Plaques zu 
sein scheint (Sigala et al., 2003). 
 
 
1.3.2 Angiogenese  
Angiogenese beschreibt den Prozess, bei dem ein neues Gefäßsystem durch Sprossung aus 
einem bereits bestehenden Gefäß gebildet wird (Folkman, 2003). Von der Angiogenese 
abzugrenzen ist die Vaskulogenese, die gekennzeichnet ist durch die Neubildung eines 
Blutgefäßes während der Embryogenese. Bei diesem Prozess migrieren angiogenetische 
Vorläuferzellen zur Stelle der Vaskularisierung, differenzieren in Endothelzellen und 
verbinden sich, um einen initialen Vaskularplexus zu bilden (Risau, 1995, Carmeliet, 2003). 
VE-Cadherin ist bei der Vaskulogenese ein frühzeitiger Marker in der Differenzierung von 
Endothelzellen (Vittet et al., 1997). 
Der Prozess der Angiogenese beginnt mit der Aktivierung von Endothelzellen durch 
Wachstumsfaktoren. Es folgt die Migration und Proliferation von Endothelzellen in Richtung 
des angiogenen Stimulus, was zur Bildung eines Sprosses aus Endothelzellen führt, der in das 
Bindegewebe hineinragt. Matrix Metalloproteinasen zersetzen währenddessen die Extra-
zelluläre Matrix. Anschließend bildet sich eine neue Basalmembran rund um das unreife Gefäß 
(Carmeliet, 2003). 
Es konnte gezeigt werden, dass ADAMs in der Angiogenese involviert sind, indem mit einem 
ADAM-Inhibitor die Dosis-abhängige Tube Formation (Gefäßneubildung) reduziert wurde 
(Trochon et al., 1998). Verschiedene potentielle Regulatoren in der Angiogenese sind 
beschrieben worden. Zu diesen Proangiogenetischen Faktoren gehören: VEGF, Angiopoietin, 
            1 Einleitung 
 19 
FGF (fibroblast growth factor), TGF-α (transforming growth factor-α), TGF-β, TNF-α, 
HGF/SF (hepatocyte growth factor/scatter factor), Angiogenin und Interleukin-8 (Risau, 1997, 
Folkman et al., 1992). 
Es wird zwischen der physiologischen Angiogenese und der pathologischen Angiogenese 
unterschieden. Die physiologische Angiogenese findet während der Embryonalentwicklung, 
bei der Wundheilung, bei der Bildung des Gelbkörpers und im Endometrium des Uterus statt 
(Reynolds et al., 1992, Risau, 1997). Die pathologische Angiogenese hingegen ist die durch 
Tumore ausgelöste Neubildung von Gefäßen, die somit für das Wachstum und die 
Metastasierung des Tumors essentiell ist (Folkmann, 1995). Angiogenese spielt weiterhin in 
der Pathogenese verschiedener Erkrankungen wie z. B. proliferative Retinopathie, Alters-
verwandte Makulardegeneration, Krebs, rheumatoide Arthritis und Psoriasis eine Rolle 






















Abb. 1.11: Angiogenese 
(a) Die Blutgefäße entstehen aus kleinen Gefäßen (Kapillaren). (b) Erste Perizyten (grün) lösen sich vom Gefäß 
und die Blutgefäße erweitern sich. (c) Die Basalmembran und die Extrazelluläre Matrix werden abgebaut. Dies 
ermöglicht Endothelzellen (rot) in den perivaskulären Raum, aufgrund angiogener Stimulie, zu migrieren. (d) Die 
Endothelzellen proliferieren und folgen lose aufeinander. (e) Die Endothelzellen adhärieren und bilden ein Lumen 
aus. Die Basalmembran bildet sich aus. Schließlich verschmilzt das Blutgefäß mit einem anderen Blutgefäß und 
bildet so ein neues Kleislauf-System aus (Bergers und Benjamin, 2003).   
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1.4 Fragestellung der Arbeit 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die proteolytische Prozessierung von VE-Cadherin sowie deren 
funktionelle Bedeutung näher untersucht werden. Basierend auf der Veröffentlichung von 
Herren et al., bei der gezeigt wurde, dass die extrazelluläre Domäne von VE-Cadherin während 
der Apoptose freigesetzt wird, sollte nun die für das Shedding von VE-Cadherin 
verantwortliche Metalloproteinase identifiziert werden. Für die Untersuchungen wurden 
primäre endotheliale HUVEC-Zellen verwendet, die das VE-Cadherin konstitutiv exprimieren. 
Um die Frage zu klären, welche Metalloproteinase am VE-Cadherin Shedding beteiligt ist, 
standen eine Reihe von Metalloproteinase-Inhibitoren zur Verfügung. Zudem sollte der 
Einfluss der verantwortlichen ADAMs durch spezifische Hemmung mittels RNA-Interferenz 
Experimente analysiert werden. Überdies war zu Beginn der Arbeit völlig ungeklärt, ob auch 
der γ-Sekretase-Komplex an der Proteolyse von VE-Cadherin beteiligt ist, dies sollte ebenfalls 
in Inhibitionsexperimenten geklärt werden.  
Des Weiteren sollte überprüft werden, welche Faktoren die proteolytische Aktivität der 
verantwortlichen Metalloproteinase beeinflussen und in der Folge die VE-Cadherin Proteolyse 
regulieren. Hierbei sollten sowohl synthetische Stimulantien wie Ionomycin und PMA, als 
auch physiologische Faktoren wie proinflammatorische Zytokine und der Permeabilität-
steigernde-Faktor Thrombin zum Einsatz kommen. Die Bedeutung der verantwortlichen 
Metalloproteinase während der Stimulation sollte auch hinsichtlich der Stabilität der                
VE-Cadherin-Zellkontakte in immunzytochemischen Färbungen analysiert werden.  
Für die Untersuchung der funktionellen Bedeutung des VE-Cadherin Sheddings sollte die 
Permeabilität, anhand der Durchlässigkeit einer HUVEC-Zellschicht für Makromoleküle 
untersucht werden. Außerdem sollte der Einfluss der für das Shedding von VE-Cadherin 
verantwortlichen Metalloproteinase auf die Transmigration von Leukozyten überprüft werden. 
Die Untersuchung dieser Ereignisse sollte unter Einsatz von Metalloproteinase-Inhibitoren, 
ADAM-Überexpression bzw. RNA-Interferenz näher analysiert werden. Ferner war die Frage 
zu klären, welche physiologische Bedeutung die Metalloproteinase bei der Angiogenese und 
Migration von Endothelzellen einnimmt. Dies sollte unter Zuhilfenahme von rekombinantem 
ADAM bzw. spezifischem ADAM-Inhibitor in Zellkulturversuchen geprüft werden.  
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Material  
 
2.1.1 Geräte 
96-Loch-Mikrotiterplattenleser Sunrise   Tecan, Crailsheim, Deutschland 
Analysenwaage    Kern & Sohn, Dürrwangen, Deutschland 
Autoklav Tecnomara     Integra, Fernwald, Deutschland 
Brutschrank Hera cell    Heraeus, Hanau, Deutschland 
Einkanalpipetten     Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Feinwaage A120S    Satorius, Göttingen, Deutschland 
Kopfkanüle      Assmann, Kiel, Deutschland 
Laborpunktionskanüle    Assmann, Kiel, Deutschland 
Mehrkanalpipette     Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Mikroplatten Fluoreszenzleser    
Lambda Fluoro-320    MWG Biotech, München, Deutschland 
Mikroskope: 
Fluoreszenzmikroskop Axiovision   Zeiss, Jena, Deutschland 
Fluoreszenzkamera Axiovert 200M   Zeiss, Jena, Deutschland 
Fluoreszenzfilter A488/A594   Zeiss, Jena, Deutschland 
Phasenkontrastmikroskop Eclipse TS 100 Nikon, Japan  
Mischer Vortex Genie 2    Bender & Hobein, Zürich, Schweiz 
Neubauerzählkammer    Assistent, Sondheim, Deutschland 
Nukleofektionsgerät NucleofektorTM Amaxa Biosystems, Köln, Deutschland 
pH-Meter      Krick, Langenselbold, Deutschland 
Phosphoimager LAS-3000    Fujifilm, Kanagawa, Japan 
Pinzette     FST, Heidelberg, Deutschland 
Polyacrylamidgelelektrophoresekammer  Bio-Rad, München, Deutschland 
Mini Protean® 3     
Präparierschere    FST, Heidelberg, Deutschland 
Rollenmischgerät RM5   Assistent, Sondheim, Deutschland 
Schüttelheizblock Thermostat 5320   Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Schüttelinkubator KL-2    Edmund Bühler, Hechingen, Deutschland 
Semi-Dry-Blot Apparatur Trans-Blot® SD  Bio-Rad, München, Deutschland 
Spannungsquelle Power Pac 200/300  Bio-Rad, München, Deutschland 
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Sterilarbeitsbank danLAF VFR 1806 Claus Damm A/S, Humlebæk, Dänemark 
Sterilarbeitsbank Hera safe    Heraeus, Hanau, Deutschland 
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Plus  Millipore, Billerica, USA 
Wasserbad      GFL, Burgwedel, Deutschland 
Zentrifugen: 
Zentrifuge Centrifuge GS-6KR   Beckman, Krefeld, Deutschland 
Tischzentrifuge 5415R    Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Zentrifuge Universal 320    Hettich, Tuttlingen, Deutschland 
 
 
2.1.2  Labormaterialien 
6-, 24-Loch-Zellkulturschalen   Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
96-Loch-Platten     Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
15 ml-, 50 ml-Sarstedtröhrchen   Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
6-well Millicell     
Hanging Cell Culture Insert 0,4 µm  Millipore, Billerica, USA 
Deckgläschen  (13 mm)   Menzel-Gläser, Braunschweig, Deutschland 
Einmal-Skalpelle     B Braun, Tuttlingen, Deutschland   
Eppendorf-Reaktionsgefäße (1,5 ml) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Latex-Handschuhe    ROTH, Karlsruhe, Deutschland   
Mikrotiterplatte ELISA Microlon   Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Mikrotiterplatte Proteinbestimmung   Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Nitrilhandschuhe    Ansell, Brüssel, Belgien 
Objektträger      Menzel-Gläser, Braunschweig, Deutschland 
Parafilm M   American National Can, Greenwich, 
Großbritannien  
Pasteurpipetten RM5    Assistent, Sondheim, Deutschland 
Pipettenspitzen     Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Pursept-A     Merz, Pharma, Frankfurt a. M., Deutschland 
PVDF-Membran    ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Tissue Box     ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Transwell tissue culture insert 0,4 µm  Costar, Cambridge, USA 
Transwell tissue culture insert 3,0 µm Costar, Cambridge, USA 
Vernichtungsbeutel    Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
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Whatman Papier    ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2)   Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Zellkulturschalen (10 cm)    Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 




Acrylamid Rotiphorese® Gel 30  ROTH, Karlsruhe, Deutschland  
ADAM10 StealthTM Select RNAi   Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
HSS100165, HSS100166, HSS100167   
Ammoniumchlorid     ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Ammoniumperoxodisulfat, p.a. (APS)  ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Amphotericin B     Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland 
BM blue POD Substrat    Roche, Mannheim, Deutschland 
Bovines Fibronektin     Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland 
Bovines Serum Albumin (BSA)   ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Bromphenolblau     Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland 
Calcein      Molecular Probes, Oregon, USA 
CompleteTM EDTA-free Proteaseinhibitor  Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, 
Deutschland 
4´-,6-Diamidino-2-phenylindol-   Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland 
dihydrochlorid (DAPI)     
Diazobicyclooctan (DABCO)   Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland 
Dimethylsulfoxid (DMSO)   ROTH, Karlruhe, Deutschland 
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat  ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
ECM-Gel from Engelbreth-Holm-Swarm  Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland 
murine sarcoma      
Endothelial Cell Growth Medium   Promocell, Heidelberg, Deutschland 
Ethanol      ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyI)-   ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
N, N, N', N'-tetraessigsäure (EGTA)   
Ficoll   Amersham Biosciences, Little Chalfont, 
Großbritannien 
FITC-Dextran 40.000 Da   Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland 
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Fötales Kälberserum (FKS)    BIOCHROM KG, Berlin, Deutschland 
Gentamycin      PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
Glutamin      PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
Glycerin      ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Glycin      ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Isopropanol, p.a.    ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
jetPEITM-HUVEC transfection reagent  Polyplus transfection, Hamburg, Deutschland 
Kaliumchlorid     ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Kaliumdihydrogenphosphat    ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Kaliumhydrogencarbonat    ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Kollagen (from Calf skin)    Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland  
Kollagenase IV    Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland 
2-Mercaptoethanol, p.a.    ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Methanol      ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Milchpulver      ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Mowiol® 4-88     Calbiochem, La Jolla, USA 
N, N, N´, N´-Ethylendiamin-tetraacetat Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland 
(EDTA)       
N, N, N´, N´-Tetramethylethylendiamin  ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
p.a. 99% f. d. Elektrophorese (TEMED)   
Natriumchlorid     ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Natriumdodecylsulfat (SDS)   ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Natriumhydroxid    ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
NEAA (non essential amino acids)  GIBCO, Invitrogen, Großbritannien 
Penicillin/ Streptomycin (100x)  PAA, Linz, Schweiz 
Phytohämagglutinin (PHA)   PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
Protein-Molekulargewichtsmarker (Page  Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
RulerTM Plus Prestained Protein Ladder)   
Rekombinantes humanes ADAM10   R&D Systems, Minneapolis, USA 
Rekombinantes humanes IL-2   R&D Systems, Minneapolis, USA 
Rekombinantes humanes VE-Cadherin  R&D Systems, Minneapolis, USA 
RPMI 1640 Kulturmedium    PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
Salzsäure  Merck, Allied Signal Riedel de Haën, Seelze, 
Deutschland 
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Saponin      Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland 
Schwefelsäure     Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland 
StealthTM RNAi Negative Control   Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Low GC Duplex 12935-200     
Sucrose      ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Tris-Base      ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Triton X-100      Sigma-Aldrich, Steinhusen, Deutschland  
Trypanblau     ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
Trypsin-EDTA (1x)    PAA, Linz, Schweiz 
Tween® 20      ROTH, Karlsruhe, Deutschland 
 
 
2.1.4 Kits  
Bradford Protein Assay    Bio-Rad, München, Deutschland 
ECL Plus Western Blotting Detection  Amersham Biosciences, Little Chalfont,  
System Großbritannien   
Human T cell Nucleofector Kit  Amaxa Biosystems, Köln, Deutschland 
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2.1.5 Puffer und Lösungen 
ADAM10-Lysepuffer     5 mM   Tris                       
      1 mM EGTA  
      250 mM Sucrose 
      1 % Triton X-100 
      in bidest. Wasser 
      → Aufbewahrung bei 4°C  
      Complete (Proteaseinhibitorcocktail, frisch  
                                                                       1:40 verdünnt eingesetzt), 1 Tablette in 1 ml PBS  
      gelöst, Aliquots bei -20°C aufbewahrt 
     
ADAM10-Reaktionspuffer   25 mM Tris 
      0,005 % Brij-35 
                      2,5 µM ZnCl2  
      in bidest. Wasser 
pH 8,8    
 
Amphotericin B    50 mg Amphotericin B  
      in 200 ml DMSO 
      → Aliquots gelagert bei -20°C 
 
Blockierungspuffer 1    0,12 % Glycin    
      0,2 % Saponin 
      in PBS    
  
Blockierungspuffer 2    3 % BSA    
      0,2 % Saponin 
      in PBS  
 
bovines Fibronektin    1 mg bovines Fibronektin 
      in 1 ml bidest. Wasser 
      → Aliquots gelagert bei -20°C 
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DABCO-Stammlösung   200 mg Diazobicyclooctan  
in 1 ml PBS 
      → Lagerung bei -20 °C 
 
DAPI-Stammlösung    1 µg  DAPI      
      in 1 ml PBS   
      → Lagerung bei -20 °C 
 
Eindeckmedium    1 ml Mowiol    
      100 µl DABCO     
          1 µl DAPI 
 
ELISA-Blockierungspuffer    0,5 % BSA 
      0,05 %  Tween 20 
      in PBS 
 
ELISA-Stopplösung    1 M H2SO4 
 
ELISA-Waschpuffer    0,05 % Tween®20 
      in PBS 
 
Erythrozyten-Lyse-Lösung              155 mM Ammoniumchlorid      
         10 mM Kaliumhydrogencarbonat  
              0,1 mM EDTA   
      in bidest. Wasser 
      pH 7,2 
 
Kollagenaselösung (0,1%)   100 mg Kollagenase    
      in 100 ml PBS  
      → Aliquots bei -20 °C gelagert 
 
Kollagenlösung    50 mg Kollagen (from Calf skin) 
      in 50 ml PBS, 1h bei RT gelöst 
      → Aliquots bei -20°C gelagert 
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Mowiol     10 g Mowiol in 40 ml PBS 24 h bei RT rühren, 
20 ml 100 %iges Glycerol zugeben, 24 h bei RT 
rühren, pH-Kontrolle (pH 6-7), 15 min bei 12000 
rpm zentrifugieren; Lagerung bei -20°C, nur 1-2 x 
auftauen 
 
PBS      137 mM Natriumchlorid      
      2,7 mM Kaliumchlorid   
        10,1 mM Dinatriumhydrogenphosphat   
      1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat   
       in bidest. Wasser 
      pH 7,2-7,4 
 
Permeabilisierungspuffer                            0,2 % Saponin   
      in PBS  
  
Sammelgel (4,5 %)    5,79 ml bidest. Wasser 
      2,60 ml Sammelgelpuffer  
      1,67 ml Acrylamid/ Bisacrylamid  
        (30 %/0,8 % w/v)   
    60 µl 10 % Ammoniumperoxodisulfatlösung                                  
          (w/v)     
    30 µl TEMED 
      
Sammelgelpuffer    0,5 M Tris/ HCL, 
      0,4 % SDS (w/v) 
       in bidest. Wasser 
      pH 6,8  
        
SDS-Elektrophoresepuffer    25 mM Tris-Base  
      192 mM Glycin     
      3,5 mM SDS   
      in bidest. Wasser 
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2x SDS-Probenpuffer (reduzierend)  3,5 mM Natriumdodecylsulfat (SDS) 
      250 mM Tris/ HCl, pH 6,8 
      5 % 2-Mercaptoethanol 
      0,07 mM Bromphenolblau  
      10 % Glycerin 
      in bidest. Wasser 
 
Stripping-Puffer    63 mM Tris 
      70 mM SDS  
      0,7 % 2-Mercaptoethanol 
      in bidest. Wasser 
      pH 6,7 
 
Trenngel (10 %)    4,03 ml bidest. Wasser 
   2,60 ml Trenngelpuffer 
      3,33 ml Acrylamid/ Bisacrylamid  
          (30 %/0,8 % w/v)    
      60 µl 10 % Ammoniumperoxodisulfatlösung    
          (w/v)    
      30 µl TEMED 
 
Trenngel (12,5 %)    3,29 ml bidest. Wasser 
      2,50 ml Trenngelpuffer 
     4,17 ml Acrylamid/ Bisacrylamid  
         (30 %/0,8 % w/v)   
     60 µl 10 % Ammoniumperoxodisulfatlösung  
                     (w/v)                                                                       
            30 µl (TEMED) 
        
Trenngelpuffer    1,5 M Tris/ HCL, 
      0,4 % SDS (w/v) 
      in bidest. Wasser 
       pH 8,8  
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Trypsin-EDTA    400 µl 0,25 % Trypsin in 0,03 % EDTA in PBS 
 
T-Zell-Medium      36 ml  RPMI 1640    
      400 µl Pen/Strep    
      400 µl Glutamin   
       400 µl NEAA (non essential amino acid) 
      4 ml FKS    
      40 µl Gentamycin (50 mg/ml)   
       40 µl 2-Mercaptoethanol (50 mM) 
 
Western Blot-Blockierungspuffer  5 % Milchpulver    
          in Western Blot-Waschpuffer (TBST) 
  
Western Blot-Transferpuffer    25 mM Tris-Base    
      192 mM Glycin 
      in bidest. Wasser  
        10 % Methanol  
      pH 8,2-8,4 (pH-Wert nicht einstellen) 
 
Western Blot-Waschpuffer (TBST-Puffer) 20 mM Tris    
      1 mM   EDTA     
         140 mM NaCl 
      0,001 % Tween 20 
      in bidest. Wasser 
      pH 7,5  












Tab. 2.1: Verwendete Primärantikörper 
 






C-terminal Santa Cruz Maus 1:500 1:100 
ADAM10 Calbiochem Kaninchen 1:2000  
β-Tubulin DSHB Maus 1:1000  
PECAM-1 (M-20) 
C-terminal Santa Cruz Ziege 1:600 
 
His Dianova Maus 1:1000  
 
 
Tab. 2.2: Verwendete Sekundärantikörper 
 
Bezeichnung Herkunft Kopplung Verd.  WB 
Verd.  
ICC 
Schaf α-Maus Dianova HRP 1:10000  
Esel α-Kaninchen Santa Cruz HRP 1:5000  
Esel α-Ziege Dianova HRP 1:10000  
Ziege α-Maus Molecular Probes 
Alexa Fluor 
594  1:300 
 
 
2.1.7 Plasmide  
 
Tab. 2.3: Verwendete Plasmide 
 
Plasmid Protein Markierung Vektor Herkunft 
pcDNA3.1 - - pcDNA3.1 Maus 
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2.1.8 Inhibitoren und Stimulantien 
 
Tab. 2.4: Verwendete Inhibitoren 
 




1IC50 (ADAM17) = 541 nM 
IC50 (ADAM10) = 5,3 nM 
GlaxoSmithKline 10 µM 
GW280264X 
 
ADAM10- und ADAM17-Inhibitor 
IC50 (ADAM17) = 8,0 nM 
IC50 (ADAM10) = 11,5 nM 
GlaxoSmithKline 10 µM 
GM6001  
  
Metalloproteinase-inhibitor Calbiochem 10 µM 
TAPI 
 
Metalloproteinase-inhibitor  Calbiochem 20 µM 
Inhibitor X 
 
γ-Sekretaseinhibitor Calbiochem 1 µM 
DAPT 
 
γ-Sekretaseinhibitor Calbiochem 10 µM 
Staurosporin 
 
Proteinkinase-inhibitor Calbiochem 1 µM 
GF109203X 
 
nicht-selektiver PKC-Inhibitor;  
primäre Spezifität: PKCα/β1/β2/γ/δ/ε  
Sigma-Aldrich 5 µM 
Gö6976 
 
selektiver PKC α/β- Inhibitor; 
primäre Spezifität: PKC α/β1 
Sigma-Aldrich 1 µM 
 
 
Tab. 2.5: Verwendete Stimulantien 
 
Stimulanz Funktion Hersteller eingesetzte Konzentration 
APMA 
 
Metalloproteinase-Aktivator Sigma-Aldrich 100 µM 
PMA 
 
Proteinkinase C-Agonist Sigma-Aldrich 200 ng/ml 
TNF-α 
 
proinflammatorisches Zytokin Sigma-Aldrich 20 ng/ml 
IFN-γ 
 
proinflammatorisches Zytokin Sigma-Aldrich 20 ng/ml 
Ionomycin 
  
Calcium-Ionophor Calbiochem 10 µM 
Thrombin 
 
Serinprotease Sigma-Aldrich 1 U/ml 
 
 
                                                 
1
 IC50 ist die Inhibitor-Konzentration bei der 50% der Enzyme inhibiert werden 





HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) sind primäre Endothelzellen, die aus der 
Vene humaner Nabelschnürre isoliert wurden. Die Zellen wachsen adhärent mit Ausläufern. 
Dieses Zellsystem wird für physiologische und pharmakologische Untersuchungen eingesetzt 
wie makromolekularen Transport, Blutkoagulation und Fibrinolyse.  
 
T-Zellen (PHA-Blasten) 
Die T-Zellen wurden mittels Ficoll-Gradienten aus Blut gewonnen und aufgereinigt. Die              
T-Zellen wurden mit Phytohämagglutinin (PHA) aktiviert und mit IL-2 stimuliert. Bei den 
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2.2 Methoden  
 
2.2.1 Zellbiologische Methoden 
 
2.2.1.1 Zellkultur 
Alle Arbeitsschritte der Zellkultur erfolgten an einer Sterilwerkbank unter sterilen 
Bedingungen. Die Arbeitsfläche und Hände wurden vor jedem Arbeitsgang mit Pursept-A 
desinfiziert. Die verwendeten Zellkulturmaterialen waren steril. Labormaterial bzw. 
Präparierbesteck wurden autoklaviert bzw. im Sterilisator für 8 h bei 180°C sterilisiert. Die 
verwendeten Medien, das fötale Kälberserum (FKS) sowie ein Gemisch aus Penicillin und 
Streptomycin (Pen/Strep) und Trypsin-EDTA wurden von PAA (Linz, Schweiz) bezogen. Die 
Zellkulturmedien und Trypsin-EDTA wurden bei 4°C gelagert und vor dem Einsatz im 
Wasserbad auf 37°C erwärmt. Das in der Zellkultur verwendete PBS wurde bei  120°C und           
2 bar für 20 min autoklaviert.  
Die Kultivierung der HUVECs und der PHA-stimulierten T-Zellen erfolgte in 
Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2, Sarstedt, Nümbrecht). Die verwendeten HUVECs wurden 
in ECM (Endothel Cell Growth Medium) mit SupplementMix und 1 % Pen/Strep und die 
PHA-stimulierten T-Zellen in T-Zell-Medium unter gleichen Bedingungen im Brutschrank bei 
37°C, 5 % CO2-Gehalt und 100 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Stimulations- und 
Inhibitionsversuche wurden in 6-Loch-Platten (Sarstedt) und die Permeabilitätsversuche sowie 
Transmigrationsversuche in 24-Loch-Platten (Sarstedt) durchgeführt. 
 
 
2.2.1.2 Präparation von HUVECs  
Die primären humanen Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVECs) wurden nach der 
Methode nach Jaffe et al. isoliert (Jaffe et al., 1973). Hierzu wurden Nabelschnüre innerhalb 
von 3 h post partum bearbeitet und zur Aufbewahrung in PBS bei 4°C gelagert. Zu Beginn 
wurde die Nabelschnurvene mittels Kopfkanüle (Assmann, Kiel) mit PBS mehrfach gespült, 
um Blutzellen zu entfernen. Die Nabelschnur wurde an einem Ende mit einer Klemme 
abgeklemmt. Eine 0,1 %ige Kollagenaselösung (Sigma-Aldrich, Schnelldorf) wurde mittels 
Kopfkanüle (Assmann) eingefüllt und das andere Ende der Nabelschnur ebenfalls abgeklemmt. 
Die Nabelschnur wurde 15 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert, wobei die Kollagenase die 
Endothelzellen aus der Vene enzymatisch ablöst. Durch Öffnen der Klemmen wurde die 
Kollagenaselösung mit den Endothelzellen in ein 50 ml-Sarstedtröhrchen (Sarstedt) überführt. 
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Um restliche Endothelzellen aus der Vene zu gewinnen, wurde diese mehrfach mittels 
Kopfkanüle und PBS durchgespült. Die Zellen wurden anschließend durch Zentrifugation 
(Centrifuge GS-6KR, Beckman, Krefeld) bei 2500 rpm und 15 min isoliert. Das Zellpellet 
wurde in Endothel Cell Growth Medium (Promocell, Heidelberg) resuspendiert und in eine            
25 cm2-Zellkulturflasche überführt. Diese wurde zuvor mit 1 ml einer 20 µg/ml bovinem 
Fibronektinlösung (Sigma-Aldrich) in PBS für 1 h beschichtet und anschließend dreimal mit je 
3 ml PBS gewaschen. Bis zur ersten Passage wurde dem Medium 500 ng/ml Amphotericin B 
(Sigma-Aldrich) zugesetzt, um Kontaminationen mit Hefen zu unterbinden. Die HUVECs 
wurden von Passage 2-6 verwendet. 
 
 
2.2.1.3 Präparation von Phytohämagglutinin-stimulierten T-Zellen (PHA-Blasten)  
Für die Präparation von PHA-Blasten wurden 25 ml heparinisiertes Blut auf 25 ml Ficoll 
(Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) vorsichtig aufgeschichtet und 30 min bei            
1200 rpm mit deaktivierter Bremse (Centrifuge GS-6KR, Beckman) zentrifugiert. Das oben 
befindliche Serum und die in der Mitte befindliche Interphase wurden abgenommen und in ein 
neues 50 mL-Sarstedtröhrchen überführt, mit PBS aufgefüllt und 15 min bei 1200 rpm mit 
deaktiverter Bremse zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde mit 4 ml Erythrozyten-Lyse-
Lösung resuspendiert und 4 min inkubiert, anschließend mit PBS aufgefüllt und 15 min bei 
1200 rpm mit deaktiverter Bremse zentrifugiert. Die Zellen wurden in T-Zell-Medium 
resuspendiert und zur Aktivierung mit 0,5 µg/ml Phytohämagglutinin (PHA, PAA 
Laboratories, Pasching, Österreich) versetzt und in einer 75 cm2-Zellkulturflasche ausgesät. 
Nach 3-4 Tagen wurden die Zellen mit 10 U/ml rIL-2 (R&D Systems, Minneapolis, USA) 
stimuliert. Nach weiteren zwei Tagen wurden die Zellen für die Transmigrationsversuche bzw. 
Co-Kultur Experimente eingesetzt. 
 
 
2.2.1.4 Subkultivierung von Zellen  
Die adhärenten Zellen wurden vor Erreichen der Konfluenz von 80-90 % subkuliviert. Dazu 
wurde das alte Kulturmedium entfernt. Die Zellen wurden mit 5 ml sterilem PBS gewaschen. 
Anschließend wurden durch die Zugabe von 1 ml Trypsin-EDTA und 5 min Inkubation im 
Brutschrank bei 37°C die Zellen von der Zellkulturschale abgelöst. Zum Abstoppen der 
Trypsinreaktion wurden die Zellen in 5 ml Zellkulturmedium aufgenommen und 5 min bei 
1000 rpm zentrifugiert (Universal 320, Hettich, Tuttlingen).  
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Das entstandene Pellet wurde in frischem Medium resuspendiert, die Zellen durch Auf- und 
Abpipettieren vereinzelt und entsprechend ihrer Proliferationsgeschwindigkeit in 
Verdünnungen von 1:5 bis 1:20 auf neuen Zellkulturschalen bzw. Zellkulturflaschen oder für 
Experimente in 6-Loch-Platten ausgesät. 
Die PHA-stimulierten T-Zellen wurden zur Subkultivierung 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert 
(Universal 320, Hettich). Das Zellpellet wurde in frischem T-Zell-Medium resuspendiert und 
die Zellen auf neue Zellkulturflaschen (Sarstedt) aufgeteilt. 
 
 
2.2.1.5 Kryokonservierung von Zellen 
Zur längerfristigen Aufbewahrung von Zelllinien diente flüssiger Stickstoff (-196°C). Die 
Zellen wurden nach Erreichen der Konfluenz von 90-100 % von der Zellkulturschale bzw. 
Zellkulturflasche trypsinisiert, zentrifugiert und danach in 1 ml eiskaltem Einfriermedium 
(Kulturmedium mit 40 % FKS und 10 % DMSO) aufgenommen, kurz resuspendiert und in ein 
Kryoröhrchen überführt. Diese wurden sofort auf Eis gelagert, anschließend ein bis zwei Tage 
bei -80°C aufbewahrt und danach in einen Behälter mit flüssigem Stickstoff gegeben.  
 
 
2.2.1.6 Auftauen von Zellen 
Das Kryoröhrchen mit den aufzutauenden Zellen wurde nach der Entnahme aus dem 
Stickstoffbehälter kurz im Wasserbad bei 37°C erwärmt. Die aufgetaute Zellsuspension wurde 
sofort in 10 ml vorgewärmtes Zellkulturmedium aufgenommen, 5 min bei 1000 rpm 
zentrifugiert und das erhaltene Zellpellet mit frischem Medium resuspendiert und in neue 
Zellkulturflaschen bzw. Zellkulturschalen ausgesät. Am darauf folgenden Tag wurde überprüft, 
ob die Zellen adhärent geworden waren und nicht angewachsene oder tote Zellen wurden durch 
einen Mediumwechsel entfernt. 
 
 
2.2.1.7 Bestimmung der Zellzahl 
Für das Zählen der Zellen wurden diese mit Trypanblau angefärbt. Tote Zellen werden bei 
dieser Färbung blau, indem der Farbstoff durch die Zellmembran dringt und mit zytosolischen 
Proteinen interagiert. Die zu zählenden Zellen wurden im Verhältnis 1:10 mit Typanblau 
versetzt. 10 µl dieser Zellsuspension wurden in eine Neubauerzählkammer gegeben.  
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Die Zahl der lebenden Zellen wurde durch das Auszählen der vier großen Quadrate der 
Neubauer-Zählkammer und der folgenden Berechnung ermittelt: 
 
[Summe der Zellzahl/4] x Verdünnungsfaktor x 104 = Zellen/ml  
Zellen/ml x Volumen der Zellsuspension = Gesamtzellzahl 
 
 
2.2.1.8 Transiente Transfektion 
HUVECs wurden transient mit den Transfektionsreagenz jetPEITM-HUVEC (Polyplus 
transfection, Hamburg) transfiziert. Hierzu wurden die Zellen in einer Dichte von                  
30.000 Zellen/cm2 in 6-Loch-Platten ausgesät. 24 h nach der Aussaat wurden die Zellen mit            
1 µg Plasmid-DNA je Loch transfiziert, indem getrennt voneinander 1 µg DNA und 7 µl 
jetPEITM-HUVEC Transfektionsreagenz in je 50 µl sterilfiltrierter 150 mM Natrium-
chloridlösung pipettiert wurden. Die Ansätze wurden vereinigt und 30 min bei RT inkubiert. 
Danach wurde das Medium von den Zellen entfernt und durch 600 µl RPMI/2 % FKS ersetzt. 
Der Transfektionsansatz wurde hinzugefügt. Nach 4 h wurde der Transfektionsansatz durch 
einen Mediumwechsel mit Endothel Cell Growth Medium von den Zellen entfernt. 48 h nach 
der Transfektion erfolgten Permeabilitätsversuche bzw. die Ernte der Zellen. 
 
 
2.2.1.9 siRNA (small interfering RNA) Transfektion 
Für die siRNA Transfektion wurden HUVECs mit Hilfe des jetPEITM-HUVEC 
Transfektionsreagenz transfiziert. Die Zellen wurden mit einem Gemisch aus drei 
verschiedenen ADAM10 siRNAs (HSS100165, HSS100166, HSS100167, ADAM10 StealthTM 
Select RNAi, Invitrogen, Karlsruhe) und einer Kontroll siRNA (12935-200, StealthTM RNAi 
Negative Control Low GC Duplex, Invitrogen) transfiziert. Dazu wurden die Zellen in einer 
Zelldichte von 30.000 Zellen/cm2 in einer 6-Loch-Platte ausgesät. Am darauf folgenden Tag 
wurde das Medium entfernt und durch 600 µl RPMI 1640/2 % FKS ersetzt. Pro 
Transfektionsansatz wurden je 20 pM siRNA und 7 µl jetPEITM-HUVEC getrennt voneinander 
in je 50 µl sterilfiltrierter 150 mM Natriumchloridlösung resuspendiert. Beide Ansätze wurden 
vereinigt und anschließend 30 min bei RT inkubiert. Der Transfektionsansatz wurde auf die 
Zellen gegeben. Nach 4 h wurde der Transfektionsansatz durch einen Mediumwechsel mit 
Endothel Cell Growth Medium von den Zellen entfernt. 48 h nach der Transfektion erfolgten 
die funktionellen Versuche und die Zellernte. 
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2.2.1.10 T-Zellen Transfektion  
Die PHA-stimulierten T-Zellen (PHA-Blasten) wurden mittels Human T cell Nucleofector Kit 
(Amaxa Biosystems, Köln) transfiziert. Die PHA-Blasten (stimuliert mit rIL-2) wurden in ein 
15 ml-Sarstedtröhrchen überführt und 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert (Universal 320, 
Hettich). Das Pellet wurde in 2 ml T-Zell-Medium resuspendiert. Pro Transfektionsansatz 
wurden 1-5x106 Zellen in ein Eppendorfgefäß überführt und 10 min bei 200 x g zentrifugiert 
(Tischzentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg). Das mediumfreie Zellpellet wurde mit 100 µl 
Transfektionslösung (Human T cell Nucleofector Solution 5: 1 Supplement) und 5 µl ADAM10 
siRNA bzw. Kontroll siRNA (mock) versetzt. Dieser Transfektionsmix wurde in eine Amaxa-
Küvette (Einmalküvette) überführt und in das Nukleofektionsgerät (Amaxa Biosystems, Köln) 
gesetzt. Die Transfektion erfolgte mit dem Programm X-01. Die Küvette wurde mit T-Zell-
Medium gespült und der Transfektionsansatz in eine 24-Loch-Platte überführt. Die Zellen 
wurden bei 37°C für 4-12 h kultiviert. Danach erfolgte ein Mediumwechsel, dem zusätzlich          
10 U/ml rIL-2 und 0,5 µg/ml PHA hinzugesetzt wurden. 48 h nach der Transfektion wurden 
die Zellen im Transmigrationsversuch eingesetzt. 
 
 
2.2.1.11 Stimulation von Zellen und Inhibitionsversuche 
Zur Analyse des Sheddings wurden HUVECs unter Einsatz verschiedener Inhibitoren bzw. 
Stimulantien untersucht. Die Zellen wurden in 6-Loch-Platten bei  80 % Konfluenz getestet. 
Die Inkubationszeit der Zellen mit den Inhibitoren bzw. Stimulantien betrug je nach Versuch   
5 min bis 24 h. Die Metalloproteinase-Inhibitoren GI254023X, GW280264X und GM6001 
wurden in einer Endkonzentration von 10 µM und TAPI in einer Endkonzentration von 20 µM 
eingesetzt. In Kombination mit anderen Inhibitoren bzw. Stimulantien wurden die Zellen       
30 min mit den Metalloproteinase-Inhibitoren vorinkubiert. Die γ-Sekretase-Inhibitoren DAPT 
und Inhibitor X wurden jeweils in einer Endkonzentration von 10 µM bzw. 1 µM verwendet. 
Das Calcium-Ionophor Ionomycin wurde in einer Konzentration von 10 µM eingesetzt. Die 
Behandlung mit Iomomycin wurde auf 30 min begrenzt, da das Stimulanz auf Dauer Apoptose 
induziert. Der Proteinkinase-Inhibitor Staurosporin wurde in einer Konzentration von 1 µM für 
6 h und der Proteinkinase C-Agonist PMA in einer Konzentration von 200 ng/ml für 2 h 
eingesetzt. Der nicht-selektive PKC-Inhibitor GF109203X wurde in einer Konzentration von   
5 µM und der selektive PKC α/β-Inhibitor Gö6976 in einer Konzentration von 1 µM 
verwendet. Die proinflammatorischen Zytokine TNF-α und IFN-γ wurden in einer 
Konzentration von 20 ng/ml für 18 h benutzt.  
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Thrombin wurde in einer Konzentration von 1 U/ml für verschiedene Zeitintervalle eingesetzt. 
Der Metalloproteinase-Aktivator APMA wurde in einer Konzentration von 100 µM für 30 min 
verwendet. Die Wirkung von Inhibitoren und Stimulantien wurde nachfolgend mit Hilfe von 




Die Durchlässigkeit einer einlagigen Zellschicht wurde mittels Permeabilitätsversuches 
bestimmt. Hierzu wurden Filtereinsätze in eine 24-Loch-Platte mit einer Porengröße von             
0,4 µm (Costar, Cambridge, USA) verwendet, die mit je 50 µl einer 50 µg/ml Kollagenlösung 
(Sigma-Aldrich) in PBS je Filtereinsatz für 1-2 h bei RT beschichtet wurden. Die Filtereinsätze 
wurden anschließend dreimal mit 100 µl PBS gewaschen. Es folgte die Aussaat der HUVECs, 
wobei diese trypsinisiert und in Endothel Cell Growth Medium resuspendiert wurden. Es 
wurden 3 x 105 Zellen/100 µl je Filtereinsatz ausgesät und bei 37°C kultiviert. 2-3 h nach der 
Aussaat wurde 600 µl Endothel Cell Growth Medium in das untere Loch der 24-Loch-Platte 
gegeben. Die Zellen wurden für 2-3 Tage bei 37°C im Brutschrank kultiviert. 
Zur Beurteilung der Konfluenz wurde eine 1 µg/ml Calceinlösung (Molecular Probes, Oregon, 
USA) auf einen Filtereinsatz pipettiert und nach 5 min die Zelldichte unter dem Fluoreszenz-
mikroskop (FITC) kontrolliert. Waren die Zellen konfluent, wurden diese mit GI254023X bzw. 
DMSO in serumfreiem RPMI 1640 für 30 min in einer Endkonzentration von 10 µM 
vorinkubiert oder unbehandelt belassen. Danach wurde 5 µl FITC-Dextran (Mr 40.000, Sigma-
Aldrich) in einer Endkonzentration von 1 mg/ml in jeden Filtereinsatz pipettiert. Die 
Probenentnahme erfolgte, indem nach definierten Zeitintervallen eine 50 µl Probe aus dem 
unteren Loch entnommen wurde und in eine 96-Loch-Platte (Sarstedt) überführt wurde. Die 
96-Loch-Platte wurde mit Alufolie lichtgeschützt abgedeckt und die Fluoreszenz (FITC,            
λEX 485 nm, λEM 525 nm) am Lambda Fluoro-320 (MWG Biotech, München) bei einer 
Sensitivität von 60 gemessen. In das untere Loch wurden zum Ausgleich der Mediummenge 
erneut 50 µl Endothel Cell Growth Medium hinzugesetzt. In Abbildung 2.1 ist eine 













Abb. 2.1 : Schematische Darstellung des Permeabilitätsversuches 
HUVECs werden auf der Kollagen-beschichteten mikroporösen Membran (Porengröße 0,4 µm) eines 
Filtereinsatzes ausgesät und kultiviert. Sind die HUVECs konfluent, wird in das obere Kompartiment 
fluoreszierendes FITC-Dextran mit einem Molekulargewicht von 40 kDa pipettiert. Durch Zugabe von Inhibitoren 
bzw. Stimulantien kann sich die Permeabilität der HUVEC Zellschicht verändern. Nimmt die Durchlässigkeit der 
Zellschicht zu, gelangen FITC-Dextran markierte Moleküle in das untere Kompartiment. Nach festgelegten 




Zur Untersuchung der Migration von PHA-stimulierten T-Zellen (PHA-Blasten) durch eine 
HUVEC Zellschicht wurde ein Transmigrationsversuch durchgeführt. Dabei wurden 
Filtereinsätze in eine 24-Loch-Platte mit einer Porengröße von 3,0 µm (Costar) mit Kollagen 
beschichtet, wobei je 50 µl einer 50 µg/ml Kollagenlösung (Sigma-Aldrich) in PBS in jeden 
Filtereinsatz pipettiert und für 1-2 h bei RT inkubiert wurden. Anschließend wurden die 
Filtereinsätze dreimal mit 100 µl PBS gewaschen. HUVECs wurden in einer Zellzahl von 
3x105/100 µl je Filtereinsatz ausgesät. Dazu wurden HUVECs zunächst trypsinisiert, in 
Endothel Cell Growth Medium resuspendiert und nachfolgend die Zellzahl eingestellt.  
Die ausgesäten HUVECs wurden bei 37°C kultiviert. 2-3 h nach der Aussaat wurde 600 µl 
Endothel Cell Growth Medium in das untere Loch der 24-Loch-Platte gegeben. Die Zellen 
wurden für 2-3 Tage bei 37°C im Brutschrank kultiviert. 
Die Konfluenz der HUVEC-Zellschicht wurde durch Calcein kontrolliert, indem 1 µg/ml 
Calceinlösung (Molecular Probes) auf ein Filtereinsatz pipettiert und nach 5 min die Zelldichte 
unter dem Fluoreszenzmikroskop (FITC) beurteilt wurde. Die Zellen wurden mit GI254023X, 
GW280264X, GM6001 oder DMSO in einer Endkonzentration von 10 µM für 30 min 
vorinkubiert oder unbehandelt belassen. Die PHA-stimulierten T-Zellen wurden durch 
Zentrifugation bei 1000 rpm für 5 min (Universal 320) pelletiert und in Endothel Cell Growth 
Medium resuspendiert. 5x105 Zellen/20 µl wurden je Filtereinsatz pipettiert. Nach 24 h wurde 
die Zellzahl in der unteren Kammer mittels Neubauerzählkammer bestimmt. Die Zellzahl gibt 
ein direktes Maß der transmigrierten Zellen an. In Abbildung 2.2 ist eine schematische 






FITC-Dextran (40 kDa) 
mikroporöse Membran (0,4 µm) 








Abb. 2.2 : Schematische Darstellung des Transmigrationsversuches 
HUVECs werden auf der mikroporösen Membran (Porengröße 3,0 µm) eines Filtereinsatzes ausgesät, welche 
zuvor mit Kollagen beschichtet wurde. Die Zellen werden bei 37°C bis zur Konfluenz kultiviert. Sind die 
HUVECs konfluent, werden in das obere Kompartiment T-Zellen (PHA-Blasten) pipettiert. Nach 24 h werden die 
T-Zellen im unteren Kompartiment mit Hilfe einer Neubauerzählkammer ausgezählt und somit die Anzahl der 
transmigrierten Zellen bestimmt.  
 
 
2.2.1.14 Angiogeneseversuch (tube forming assay) 
Die Fähigkeit der HUVECs, in Anwesenheit von rekombinantem ADAM10 neue Gefäße 
auszubilden, wurde in einem Angiogeneseversuch untersucht. Hierbei wurde ECM-Gel (from 
Engelbreth-Holm-Swarm murine sarcoma, Sigma-Aldrich) bei 4°C aufgetaut und 1:2 in 
serumfreiem RPMI 1640 auf Eis verdünnt. 50 µl dieses Ansatzes wurden je Loch in eine      
96-Loch-Platte luftblasenfrei pipettiert. Nach 30 min Inkubation bei 37°C im Brutschrank 
wurden 50 µl des rekombinanten ADAM10 verdünnt in ADAM10-Reaktionspuffer je Loch 
pipettiert und über Nacht bei 37°C im Brutschrank gelagert. Nach 24 h wurde überschüssige 
ADAM10-Lösung abpipettiert und 5x104 HUVEC Zellen/150 µl Endothel Cell Growth 
Medium je Loch ausgesät. Nach weiteren 24 h erfolgten die mikroskopischen Aufnahmen. 
 
 
2.2.1.15 Migrationsversuch (in vitro wound healing assay) 
Um die Bedeutung von ADAM10 auf die Migration von HUVECs zu klären, wurde ein 
Migrationsversuch durchgeführt. Dazu wurde in einer 6-Loch-Platte eine konfluente HUVEC 
Zellschicht zerstört, indem ein Querstrich mittels gelber Pipettenspitze über den Zellrasen 
gezogen wurde. Anschließend erfolgte ein Mediumwechsel mit 1 ml RPMI 1640/2 % FKS in 
Anwesenheit oder Abwesenheit eines Metalloproteinase-Inhibitors. Zur Lokalisation eines 
Bereiches für die spätere mikroskopische Aufnahme, wurde an der Unterseite der Platte eine 









mikroporöse Membran (3,0 µm) 
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2.2.1.16 Co-Kultur Experiment 
In einem Co-Kultur Experiment sollte die Frage geklärt werden, ob PHA-stimulierte T-Zellen 
das VE-Cadherin Shedding in HUVECs induzieren können. Hierzu wurden HUVECs in              
6-Loch-Platten mit PHA-Blasten co-kultiviert. Dabei wurden je 14x106 PHA-Blasten (rIL-2 
stimuliert) je Loch in Endothel Cell Growth Medium direkt auf die HUVECs oder indirekt in 
einem Filtereinsatz mit einer Porengröße von 0,4 µm (6-well Millicell Hanging Cell Culture 
Insert, Millipore, Billerica, USA) auf die HUVECs gegeben. Nach 24 h wurden die Zellen für 
die Analyse im Western Blot geerntet. 
 
 
2.2.1.17 VE-Cadherin in vitro-Spaltungsversuch (in vitro cleavage assay) 
Um einen direkten Nachweis der VE-Cadherin Spaltung durch ADAM10 zu untersuchen, 
wurde in vitro humanes rekombinantes VE-Cadherin mit humanem rekombinantem ADAM10 
für 18 h inkubiert. In einem Versuchsansatz wurden 500 ng rekombinantes VE-Cadherin (R&D 
Systems, Minneapolis, USA) mit  500 ng rekombinantem ADAM10 (R&D Systems) in einen 
10 µl Reaktionsansatz in ADAM10-Reaktionspuffer verdünnt angesetzt und für 1, 4 und 18 h 
bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Als Kontrolle für die unspezifische Degradation wurden 
500 ng rekombinantes VE-Cadherin bzw. 500 ng rekombinantes ADAM10 alleine in 
ADAM10-Reaktionspuffer für die Zeit von 18 h inkubiert. Die rekombinanten Proteine sind 










Abb. 2.3 : Aufbau des rekombinanten VE-Cadherin und des rekombinanten ADAM10 
Das humane rekombinante VE-Cadherin besitzt einen VE-Cadherin Anteil (Met1-Gln593), IEGRMD, humanes 
IgG1 und einen fusionierten HIS-Tag. Das humane rekombinante ADAM10 besitzt ein humanes CD33 
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Die Proben wurden nachfolgend sofort mit SDS-Probenpuffer versetzt und bei 95°C für 10 min 
erhitzt und bis zur Analyse im Western Blot bei –20°C aufbewahrt. VE-Cadherin und 
ADAM10 wurden mit einem Anti-His-Antikörper im Western Blot detektiert. 
 
 
2.2.2 Proteinbiochemische Methoden 
 
2.2.2.1 Herstellung von Zelllysaten 
Alle nachfolgend aufgeführten Arbeitsschritte zur Herstellung der Zelllysate erfolgten auf Eis. 
Zunächst wurde das Medium entfernt bzw. für die Analyse im ELISA abgenommen, zur 
Abtrennung von Zellen und Zelltrümmer zentrifugiert (4000 rpm, 5 min, 4°C, Tischzentrifuge 
5415R) und bei –20°C aufbewahrt.  
Die Zellen wurden mit 1 ml PBS/6-Loch mechanisch von den Kulturschalen mittels Zellkultur-
schaber abgeschabt, in 1,5ml-Eppendorfgefäße überführt und 10 min bei 13.000 rpm und 4°C 
(Tischzentrifuge 5415R) zentrifugiert. Das Zellpellet wurde bis zur weiteren Analyse im 
Western Blot bei –20°C aufbewahrt.  
Zur Weiterverarbeitung wurde das Zellpellet in 20 µl ADAM10-Lysepuffer, dem zusätzlich ein 
Proteaseinhibitor (Complete, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) zugesetzt wurde, 
resuspendiert und 30 min auf Eis lysiert. Danach wurde die lösliche Fraktion durch 
Zentrifugation bei 13.000 rpm, 4°C für 10 min (Tischzentrifuge 5415R) abgetrennt. Dieser 
Überstand wurde in ein neues 1,5 ml-Eppendorfgefäß überführt und die Proteinkonzentration 
(2.2.2.2) bestimmt. Für die SDS-PAGE wurden die Proben mit reduzierendem SDS-
Probenpuffer gemischt und 10 min bei 95°C denaturiert.  
 
 
2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate wurde mit dem Bradfordreagenz nach 
Angaben des Herstellers in 96-Loch-Platten (Sardstedt) durchgeführt. 1 µl der Proben wurden 
mit 200 µl Bradfordreagenz versetzt. Als Proteinstandard diente Rinderserumalbumin (BSA), 
das in einer Verdünnungsreihe von 3000 µg/ml bis 23,44 µg/ml eingesetzt wurde. Die 
Messung wurde bei einer Absorption von 595 nm in einem 96-Loch-Mikrotiterplattenleser 
(SCT Rainbow, Tecan, Crailsheim) vorgenommen. 
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2.2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die Auftrennung der Zelllysate erfolgte im diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgel. Die 
Proteine werden aufgrund des Molekularsiebeffekts der Polyacrylamidmatrix nach ihrem 
Molekulargewicht aufgetrennt. Das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) verleiht 
den Proteinen eine negative Ladung und überlagert somit die Eigenladung der Aminosäuren. 
Im grobporigen Sammelgel werden die aufgetragenen Proteine fokussiert und anschließend im 
feinporigen Trenngel in die einzelnen Bestandteile nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. 
Das Trenngel (10 % bzw. 12,5 %) wurde zwischen 2 Glasplatten (Mini-Protean-3-System, Bio-
Rad) mit einer Geldicke von 1,5 mm gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Nach der 
Polymerisation des Trenngels wurde das Sammelgel (4,5 %) gegossen. Das Trenngel und das 
Sammelgel wurde aus bidest. Wasser, Acrylamid und N, N´- Methylenbisacrylamid 
zusammenpipettiert und zuerst das Trenngel mit den Radikalstartern Ammoniumperoxodisulfat 
(APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED) versetzt, in den Zwischenraum der beiden 
Glasplatten gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Nach dem Aushärten des Trenngels 
wurde das Isopropanol entfernt, mit bidest. Wasser gewaschen und das Sammelgel nach der 
Zugabe von APS und TEMED darüber gegossen. Für die Ausformung der Taschen zur 
späteren Probenauftragung wurde zügig in das noch flüssige Sammelgel ein Kamm gesteckt 
und nach dem Auspolymerisieren wieder entfernt. Das Gel wurde in eine Elektrophorese-
kammer eingespannt und diese mit SDS-Laufpuffer befüllt. Es wurde je Tasche 20 µg Protein 
und getrennt 4 µl Molekulargewichtsmarker aufgetragen.  
Die Zelllysate wurden mit reduzierendem 2-fach SDS-Probenpuffer versetzt und für 10 min bei 
95°C denaturiert. Das im Probenpuffer enthaltene 2-Mercaptoethanol sorgt für die Reduktion 
der Cysteinreste und führt damit zum Aufbrechen von Tertiärstrukturen. Das negativ geladene 
Detergenz SDS (sodium dodecyl sulfate) lagert sich an die Proteine, so dass alle SDS-Protein-
Komplexe im elektrischen Feld zur Anode wandern und ausschließlich aufgrund ihrer Größe 
im Polyacrylamidgel aufgetrennt werden. Zur Größenbestimmung der Proteine wurde der Page 
RulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot) mitgeführt. 
Das Gel wurde mit den Proben und dem Protein-Molekulargewichtsmarker beladen. Die 
Auftrennung erfolgte bei 120 V bis kurz vor dem Auslaufen der Bromphenolblaubande. 
 
 
2.2.2.4 Western Blotting 
Nach dem Auftrennen der Proteine in der SDS-PAGE wurden diese aus dem Gel in einer 
Semi-Dry-Blot Apparatur (Bio-Rad) auf eine PVDF-Membran (Roth, Karlsruhe) transferiert. 
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Für den Transfer wurde die PVDF-Membran in Methanol für 2 min aktiviert. Die Membran 
und das Gel sowie vier Whatman-Papiere wurden in Transferpuffer äquilibriert.  
Beginnend bei der Anode wurden zwei Lagen Whatman-Papier, die hydrophilisierte PVDF-
Membran, das SDS-PAGE Gel und erneut zwei Lagen Whatman-Papier luftblasenfrei 
aufeinandergelegt. Der Transfer erfolgte bei 20 V für 90 min.    
 
                        
2.2.2.5 Immunologische Detektion der transferierten Proteine   
Die Membran wurde für mindestens 2 h in Western Blot-Blockierungspuffer bei RT oder über 
Nacht bei 4°C inkubiert, um freiliegende Bereiche der Membran abzusättigen. Alle 
Inkubationsschritte erfolgten auf dem Rollenmischer (RM5, Assistent, Sondheim) und alle 
Waschschritte erfolgten auf dem Schüttelinkubator (KL-2, Edmund Bühler, Hechingen).  
Die Inkubation des primären Antikörpers erfolgte bei RT für 1 h, dazu wurde der Antikörper in 
3 ml Western Blot-Blockierungspuffer verdünnt, gemeinsam mit der Membran in ein 50 ml-
Sarstedtröhrchen überführt und auf dem Rollenmischer gedreht. Um nicht gebundene 
Antikörper zu entfernen, wurde die Membran dreimal für jeweils 10 min in 20 ml Western 
Blot-Waschpuffer (TBST-Puffer) gewaschen. Anschließend wurde die Membran mit HRP-
gekoppeltem Sekundärantikörper für 1 h bei RT inkubiert. Der Sekundärantikörper wurde in 
Western Blot-Waschpuffer verdünnt eingesetzt. Nach erneutem dreimaligen Waschen wurden 
die immunologisch markierten Proteine mit Hilfe des ECL Plus Western Blotting Detection 
System (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) nach Angaben des Herstellers detektiert. 
Die freigesetzte Chemilumineszenz wurde mit dem Phosphoimager LAS-3000 (Fujifilm, 
Kanagawa, Japan) aufgenommen.  
 
 
2.2.2.6 Strippen von PVDF-Membranen 
Wurde die PVDF-Membran mehrfach mit Antikörpern angefärbt, so wurde die Membran 
zuvor mit Stripping-Puffer für 30 min bei 60°C inkubiert. Der detergenzhaltige, reduzierende 
Stripping-Puffer entfernt gebundene Antikörper. Nachfolgend wurde die Membran dreimal         
10 min mit 20 ml Western Blot-Waschpuffer gewaschen und danach erneut 2 h bei RT mit 
Western Blot-Blockierungspuffer blockiert und, wie beschrieben, mit Primär- und 
Sekundärantikörper inkubiert.  
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2.2.3 Immunologische Methoden  
 
2.2.3.1 Immunzytochemie 
In eine 24-Loch-Platte wurden Deckgläschen mit je 50 µl einer 50 µg/ml Kollagenlösung 
(Sigma-Aldrich) in PBS für 1-2 h bei RT beschichtet. Nachfolgend wurde überschüssiges 
Kollagen durch dreimaliges Waschen mit 300 µl PBS entfernt. Auf die Deckgläschen wurden 
HUVECs ausgesät und bis zur Konfluenz bei 37°C im Brutschrank kultiviert. Die Zellen 
wurden mit Stimulantien bzw. Inhibitoren behandelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde 
das Medium entfernt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschließend mit 
eiskaltem Methanol 20 min fixiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen 
und bis zur immunzytochemischen Färbung bei 4°C gelagert.  
Für die Färbung wurden die Zellen zunächst 5 min in Permeabilisierungspuffer permeabilisiert, 
anschließend 10 min in Blockierunspuffer 1 und danach 45 min in Blockierungspuffer 2 
blockiert. Die Inkubation mit dem Primär- und Sekundärantikörper erfolgte auf Parafilm in 
einer mit Alupapier umwickelten, lichtgeschützen Kammer. Als Primärantikörper wurde der 
VE-Cadherin Antikörper (Santa Cruz) 1:100 in Blockierungspuffer 2 verdünnt und 1 h 
inkubiert. Die Zellen wurden zweimal in PBS gewaschen. Der Sekundärantikörper Ziege-anti-
Maus A594 (Molecular Probes, Oregon, USA) wurde 1:300 in Blockierungspuffer 2 verdünnt 
und 1 h inkubiert. Die Zellen wurden dreimal in PBS und einmal in bidest. Wasser gewaschen. 
Anschließend wurden die Deckgläschen auf Objektträger mit Eindeckmedium eingedeckt.  
      
 
2.2.3.2 VE-Cadherin-ELISA  
Zur Bestimmung des löslichen VE-Cadherins aus Zellkulturüberständen kam ein ELISA 
(enzyme-linked immunosorbent assay) der Firma Bender MedSystems (Wien, Österreich) 
zum Einsatz. Dazu wurde eine 96-Loch-Platte (Microlon, Greiner, Frickenhausen) mit 50 µl je 
Loch mit 2,5 µg/ml Beschichtungsantikörper in PBS über Nacht bei RT beschichtet.  
Am folgenden Tag wurden nicht gebundene Antikörper durch dreimaliges Waschen mit 200 µl 
ELISA-Waschpuffer pro Loch entfernt. Mit 200 µl ELISA-Blockierungspuffer je Loch wurden 
freie Bindungsstellen abgesättigt, um spätere unspezifische Bindungen zu vermeiden. Alle 
Inkubationsschritte erfolgten bei RT auf einem Schüttelinkubator (KL-2). Nach 2 h 
Blockierung wurde der ELISA mit je 50 µl Standard bzw. Probe je Loch beladen. Der Standard 
wurde in einer absteigenden Verdünnungsreihe 1:2 von 10 ng/ml bis 0,16 ng/ml VE-Cadherin 
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eingesetzt. Als Verdünnungspuffer für Standard und Proben wurde dem Testsatz beigefügtes 
Sample diluent verwendet.  
Neben dem Standard bzw. Proben wurde 50 µl Biotin-Konjugat je Loch hinzugefügt, welches 
wie angegeben 1:1000 in ELISA-Blockierungspuffer verdünnt wurde. Nach weiteren 2 h 
folgten drei Waschschritte mit je 200 µL ELISA-Waschpuffer je Loch. Anschließend wurden 
100 µl je Loch mit einer Streptavidin POD Lösung beladen, welche zuvor 1:5000 in ELISA-
Blockierungspuffer verdünnt wurde. Nach 1 h folgten wie oben beschrieben drei Waschschritte 
und anschließend wurden 80 µl Substratlösung (BM Blue POD Substrat, Roche) je Loch 
hinzugesetzt. Das Streptavidin-gekoppelte POD katalysiert die Umsetzung des Substrates zu 
einem blauen Farbstoff. Die Reaktion wurde nach 15 min mit 100 µl 1 M H2SO4 abgestoppt 
und die Extinktion im 96-Loch-Mikrotiterplattenleser (SCT Rainbow, Tecan) bei einer 
Wellenlänge von 450 nm und einem Referenzfilter von 690 nm gemessen.  
 
 
2.2.4 Statistische Analyse 
Die Werte wurden ausgedrückt als Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert (SEM, 
standard error of the mean). Der Standardfehler der Werte zeigt die Varianzen zwischen den 
Mittelwerten der erhaltenen letzten 3 unabhängigen Experimente an.  
Die Annahme für die Normalität (Kolmogorov-Smirnov Test) und gleiche Varianzen (Levene 
median Test) wurden verifiziert mit Sigma Stat 3.1 Software (SYSSTAT, Erkrath). Die 
Analyse der Varianzen wurde mit one-way analysis of variance (ANOVA) durchgeführt. 
Mehrfache Parameter statistischer Vergleiche zwischen experimentellen Gruppen gegen eine 
Kontrollgruppe wurden erreicht mit der Dunnett´s Methode. Alle paarweisen mehrfachen 
Vergleichsprozeduren wurden mit dem Tukey´s Test durchgeführt. P Werte < 0,05 wurden 



















3.1. Analyse der Proteolyse von VE-Cadherin 
In dieser Arbeit sollte die Regulation und die funktionelle Bedeutung der Proteolyse von        
VE-Cadherin näher untersucht werden. Dabei stellte sich zu Beginn die Frage, welche 
Proteasen VE-Cadherin proteolytisch spalten. Herren et al., konnten 1998 bereits zeigen, dass 
in HUVECs (human umbilical vein endothelial cells) die extrazelluläre Domäne von               
VE-Cadherin durch eine noch unbekannte Metalloproteinase während der Apoptose freigesetzt 
wird (Herren et al., 1998). So konnte in Zelllysaten apoptotischer Zellen mit einem Antikörper 
gegen die extrazelluläre Domäne kein VE-Cadherin detektiert werden. In den 
Zellkulturüberständen von serumfrei-gehaltenen Zellen hingegen war eine Bande bei 90 kDa 
nachweisbar. Dies ist ein Indiz dafür, dass ein Teil der extrazellulären Domäne von                
VE-Cadherin während der Apoptose von der Zelloberfläche freigesetzt wird. In Anwesenheit 
des Metalloproteinase-Inhibitors TAPI konnte in den Zellkulturüberständen das 90 kDa große 
Fragment wiederum nicht nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass das VE-Cadherin 
Shedding während der Apoptose von HUVECs durch eine Metalloproteinase, ohne dass diese 
identifiziert worden ist, vermittelt wird. 
Ein erstes Ziel dieser Arbeit stellte die Identifizierung dieser unbekannten Protease dar. Da bei 
vielen Typ I transmembranen Proteinen eine weitere Proteolyse durch die γ-Sekretase die 
Analyse erschwert, sollte zunächst überprüft werden, ob auch VE-Cadherin Substrat für die       
γ-Sekretase ist.  
 
 
3.1.1 Einfluss von γ-Sekretase-Inhibitoren auf die Prozessierung von VE-Cadherin 
Für eine Reihe von Zelladhäsionsmolekülen konnte bereits nachgewiesen werden, dass diese 
durch den γ-Sekretase-Komplex gespalten werden. Dies wurde unter anderem für E-Cadherin, 
N-Cadherin und L1 beschrieben (Maretzky et al., 2005a, Reiss et al., 2005, Maretzky et al., 
2005b). Um zu untersuchen, ob die γ-Sekretase VE-Cadherin proteolytisch spaltet, wurden 
HUVECs in Inhibitionsversuchen mit γ-Sekretase-Inhibitoren behandelt. Als γ-Sekretase-
Inhibitoren wurden Inhibitor X [1 µM] und DAPT [10 µM] verwendet. Da sämtliche 
Inhibitoren in DMSO gelöst waren, dienten als Kontrollen HUVECs die mit DMSO behandelt 
oder unbehandelt belassen wurden. Nach einer 18 h-stündigen Inkubation mit Inhibitor X, 
DAPT oder DMSO wurden Zelllysate hergestellt, diese unter reduzierenden Bedingungen 
gelelektrophoretisch im Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschließend auf eine PVDF-
Membran transferiert. Die Detektion des VE-Cadherins erfolgte im Western Blot mit einem        
    3 Ergebnisse 
 49 
C-terminalen Antikörper gegen VE-Cadherin. Damit ließen sich sowohl das 130 kDa große 
Volllängenprotein als auch ein C-terminales Fragment darstellen. Um zu zeigen, dass gleiche 
Proteinmengen aufgetragen wurden, wurde die Membran nach der Detektion von                     
VE-Cadherin, mit β-Tubulin inkubiert. Dazu wurde die PVDF-Membran zuvor gestrippt, 



















Abb. 3.1: Einfluss von γ-Sekretase-Inhibitoren auf die Prozessierung von VE-Cadherin  
(A) HUVECs wurden mit DMSO, γ-Sekretase-Inhibitor Inhibitor X [1 µM] und DAPT [10 µM] für 18 h 
behandelt oder unbehandelt belassen. Nach der Ernte wurden die Zelllysate elektrophoretisch im 10 %igen 
Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran übertragen und diese mit einem gegen den C-Terminus 
von VE-Cadherin gerichteten Antikörper inkubiert. Der Nachweis der gebundenen Antikörper auf der Membran 
erfolgte mit einem HRP-gekoppelten Sekundärantikörper. Die Detektion der gebundenen Antikörper wurde mit 
dem Phosphoimager LAS-3000 durchgeführt. Die Membran wurde anschließend gestrippt und mit einem 
Antikörper gegen β-Tubulin inkubiert, um Varianzen in der Proteinkonzentration der Proben auszuschließen. (B) 
Die CTF (C-terminales Fragment)-Generierung wurde prozentual aus dem Quotienten von CTF und der Summe 
aus Volllängenprotein (VL) und CTF bestimmt und graphisch dargestellt. Die Daten wurden ausgedrückt als 
Mittelwerte + Standardabweichung. *P<0,05 vs DMSO behandelte Zellen. (n=3)  
 
 
Der in Abbildung 3.1 A dargestellte Western Blot zeigt, dass in den Zelllysaten bei denen die 
Zellen mit den γ-Sekretase-Inhibitoren Inhibitor X und DAPT behandelt wurden, neben dem 
130 kDa großen Volllängenprotein eine weitere Proteinbande bei 35 kDa auftritt. Hierbei 
handelt es sich um ein durch Shedding entstandenes C-terminales Fragment (CTF). Die 
densitometrische Auswertung (Abb. 3.1 B) des Western Blots zeigt die CTF-Generierung. 
Neben dem 130 kDa großen Volllängenprotein sind zusätzlich Banden bei 100 kDa sichtbar. 
Hierbei handelt es sich möglicherweise um unterschiedliche Glykosylierungsformen von        
VE-Cadherin. Die Zunahme der Menge an C-terminalen Fragment durch Verwendung der          
γ-Sekretase Inhibitoren zeigt, dass das Zelladhäsionsmolekül VE-Cadherin durch den                    
γ-Sekretase-Komplex gespalten wird. Im Folgenden sollte nun untersucht werden, welche 
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3.1.2 Die VE-Cadherin Proteolyse wird durch Metalloproteinase-Inhibitoren reduziert 
ADAM10 und ADAM17 stellen bedeutsame Metalloproteinasen dar, die in der proteolytischen 
Ektodomänenspaltung verschiedener Substrate, unter anderem des Amyloiden Vorläufer-
proteins (APP) und des Prion Proteins (PrP), involviert sind (Hartmann et al., 2002, Vincent et 
al., 2001). Für die Untersuchung des Einflusses von Metalloproteinasen auf die Proteolyse von 
Substraten werden Hydroxamat-basierte Inhibitoren verwendet. Diese Inhibitoren binden direkt 
an das Zinkion im aktiven Zentrum der Metalloproteinasen und setzen dadurch deren Aktivität 
herab.  
Der Hydroxamat-basierte Inhibitor GI254023X inhibiert ADAM10 mit einer 100-fach höheren 
Präferenz gegenüber ADAM10 als gegenüber ADAM17 (Ludwig et al., 2005). GW280264X 
ist ein ADAM17-Inhibitor, der in einem geringeren Maße auch ADAM10 hemmt. Um 
Anhaltspunkte zu gewinnen, welche Metalloproteinase an der Proteolyse von VE-Cadherin 
beteiligt ist, wurden HUVECs mit GI254023X [10 µM], GW280264X [10 µM] und den 
Breitbandmetalloproteinase-Inhibitoren TAPI [20 µM] und GM6001 [10 µM] für 18 h 
behandelt. Da die Metalloproteinase-Inhibitoren in DMSO gelöst sind, wurden als Kontrolle 
HUVECs mit DMSO behandelt. Um die weitere Prozessierung des C-terminalen Fragments zu 
unterbinden, wurde der γ-Sekretase-Inhibitor Inhibitor X [1 µM] simultan während der 



















Abb. 3.2: Einfluss verschiedener Metalloproteinase-Inhibitoren auf die Proteolyse von VE-Cadherin  
(A) HUVECs wurden mit DMSO, GI254023X [10 µM], GW280264X [10 µM], TAPI [20µM] bzw. GM6001        
[10 µM] für 18 h behandelt. Zusätzlich wurden alle Proben mit Inhibitor X [1 µM] zeitgleich behandelt. Die 
Zelllysate wurden elektrophoretisch im 10 %igen SDS-Gel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und 
die Membran mit einem gegen den C-Terminus von VE-Cadherin gerichteten Antikörper inkubiert. Die Membran 
wurde anschließend mit einem β-Tubulin Antikörper inkubiert. (B) Zusätzlich wurden die Zellkulturüberstände 
des Inhibitionsversuches nach 18 h abgenommen und die Konzentration des löslichen VE-Cadherins im ELISA 
quantifiziert. Die ELISA-Daten wurden ausgedrückt als Mittelwerte + Standardabweichung. *P<0,05 vs DMSO 
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Die Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran übertragen 
und hinsichtlich ihrer Spaltfragmente durch Inkubation mit dem VE-Cadherin-Antikörper 
untersucht. Zusätzlich wurde die Konzentration von löslichem VE-Cadherin in den Zellkultur-
überständen mittels ELISA gemessen. 
Der Western Blot in Abbildung 3.2 A zeigt, dass mit allen Metalloproteinase-Inhibitoren eine 
verminderte Generierung des 35 kDa großen C-terminalen Fragments erreichbar war. Das 
Spaltfragment konnte mit dem ADAM10/ADAM17-Inhibitor GW280264X im Vergleich zu 
den anderen Metalloproteinase-Inhibitoren nicht vollständig in seiner Entstehung reduziert 
werden. TAPI und GM6001 erreichten hingegen eine ähnliche Reduktion des CTFs, wie der 
ADAM10-Inhibitor GI254023X. Ähnliche Ergebnisse konnten im ELISA gemessen werden 
(Abb. 3.2 B). Hierbei war eine Abnahme des löslichen VE-Cadherins in Anwesenheit aller 
Metallo-proteinase-Inhibitoren zu beobachten. In den Zellkulturüberständen konnte mit TAPI 
die stärkste Reduktion des VE-Cadherin Sheddings im Vergleich zur DMSO Kontrolle mit 45 
% erzielt werden, GI254023X und GM6001 zeigen hingegen eine Abnahme des Sheddings um  
30 %, GW280264X eine Abnahme der Proteolyserate um 20 %. Der unterschiedliche 
Wirkungsgrad des ADAM10- und des ADAM10/ADAM17-Inhibitors zeigt sowohl im 
Western Blot als auch im ELISA, dass ADAM10 vermutlich die Protease darstellt, die die VE-
Cadherin Proteolyse vermittelt. 
Da der ADAM10-Inhibitor GI254023X als entscheidender Inhibitoren für die VE-Cadherin 
Proteolyse ausgemacht werden konnte, wurde im nachfolgenden Experiment eine 


















Abb. 3.3: Konzentrationsreihe des ADAM10-Inhibitors GI254023X und Einfluss auf die Bildung des         
                 C-terminalen Fragments 
HUVECs wurden für die Dauer von 18 h mit DMSO und vier verschiedenen Konzentrationen des ADAM10-
Inhibitors GI254023X [0,5; 1; 5; 10 µM] unter Zusatz des γ-Sekretase-Inhibitors Inhibitor X [1 µM] behandelt. 
Die Zelllysate wurden im 10 %igen SDS-Gel aufgetragen, auf eine PVDF-Membran transferiert und diese mit 
Antikörper gegen den VE-Cadherin C-Terminus analysiert. Der Western Blot wurde nachfolgend mit einem 
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HUVECs wurden hierbei mit vier verschiedenen Konzentrationen des ADAM10-Inhibitors 
GI254023X in Gegenwart des γ-Sekretase-Inhibitors Inhibitor X [1 µM] für 18 h behandelt. 
Als Kontrolle wurden HUVECs mit DMSO unter den gleichen Bedingungen inkubiert. Die 
Zelllysate wurden im Western Blot analysiert. 
Der in Abbildung 3.3 dargestellte Western Blot zeigt mit zunehmender Konzentration des 
ADAM10-Inhibitors GI254023X eine Abnahme des 35 kDa C-terminalen Fragments. Mit             
5 µM und 10 µM GI254023X ist eine vollständige Reduktion des Fragments sichtbar. Der            
β-Tubulin Blot zeigt, dass vergleichbare Proteinmengen aufgetragen wurden.  
 
 
3.2 Bedeutung der Metalloproteinase ADAM10 bei der Spaltung von VE-Cadherin   
In den vorherigen Versuchen konnte eine vollständige Reduktion der VE-Cadherin Proteolyse 
mit dem spezifischen ADAM10-Inhibitor erreicht werden. Daher galt es nun, eingehender zu 
prüfen, ob ADAM10 die entscheidene Metalloproteinase bei der Spaltung von VE-Cadherin 
darstellt. Dies sollte sowohl mittels RNA-Interferenz Experimenten als auch mittels                     
VE-Cadherin in vitro-Spaltversuchen näher untersucht werden. Für die Adhäsionsmoleküle    
N-Cadherin und E-Cadherin konnte ADAM10 bereits als entscheidende Metalloproteinase 
ausgemacht werden (Reiss et al., 2005, Maretzky et al., 2005a). 
 
 
3.2.1 Reduktion des konstitutiven VE-Cadherin Sheddings durch ADAM10 siRNA 
Um den Hinweis auf einen Einfluss von ADAM10 abzusichern, wurden im Folgenden RNA-
Interferenz Experimente durchgeführt. Hierbei wurden HUVECs transient mit humaner 
ADAM10 siRNA und als Kontrolle mit unspezifischer siRNA transfiziert. 48 h nach der 
Transfektion wurden die Zellen geerntet. 18 h vor der Ernte der Zellen, wurden diese mit 
Inhibitor X [1 µM] behandelt, um eine weitere Prozessierung von VE-Cadherin durch die             
γ-Sekretase zu verhindern. Die Analyse der Zelllysate erfolgte mittels eines Western Blots. Die 
Membran wurde mit einem Antikörper gegen VE-Cadherin zur Analyse der VE-Cadherin 
Proteolyse und nachfolgend mit einem Antikörper gegen ADAM10 zur Überprüfung der 
Transfektionseffizienz gefärbt. Zusätzlich wurde die Membran mit einem β-Tubulin 
Antikörper, zur Darstellung der aufgetragenen Proteinmenge, inkubiert.  
Der Western Blot wurde densitometrisch ausgewertet. Dabei wurde die ADAM10 Expression 
sowie die VE-Cadherin Proteolyse prozentual dargestellt. Die ADAM10 Expression wurde aus 
der Summe von Proform (p) und maturer Form (m) berechnet. Die Menge aus der Proform und 
    3 Ergebnisse 
 53 
maturen Form untransfizierter HUVECs wurde dabei 100 % gesetzt. Die VE-Cadherin 
Proteolyse wurde aus dem Quotienten von C-terminalen Fragment (CTF) und der Summe aus 
dem Volllängenprotein (VL) und CTF bestimmt. Die so ermittelte CTF-Generierung wurde für 
die untransfizierten HUVECs 100 % gesetzt.  
 
 
Abb. 3.4: Einfluss der ADAM10 siRNA auf die Proteolyse von VE-Cadherin  
(A) HUVECs wurden transient mit Kontroll siRNA bzw. ADAM10 siRNA transfiziert. Die Zellen wurden für      
48 h transfiziert und anschließend geerntet. 18 h vor der Zellernte wurden die Zellen mit dem γ-Sekretase-
Inhibitor Inhibitor X [1 µM] behandelt. Die Zelllysate wurden elektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot 
mit einem VE-Cadherin Antikörper analysiert. Zur Überprüfung der ADAM10 Expression und des Protein-
gehaltes in den Zelllysaten wurde die Membran anschließend mit einem gegen ADAM10 bzw. β-Tubulin 
gerichteten Antikörper inkubiert. (B) Die ADAM10 Expression und die VE-Cadherin Proteolyse wurden 
densitometrisch bestimmt und graphisch dargestellt. º*P<0,05 ADAM10 siRNA vs Kontroll siRNA behandelte 
Zellen. (p: Proform von ADAM10, m: mature Form von ADAM10, A10: ADAM10) 
 
 
Im Western Blot (Abb. 3.4 A) zeigt das RNA-Interferenz Experiment, dass die Herunter-
regulierung von ADAM10 mittels spezifischer ADAM10 siRNA gleichzeitig mit einer 
Abnahme des C-terminalen Fragments von VE-Cadherin einhergeht. Die mit β-Tubulin 
Antikörper inkubierte Membran zeigt, dass gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden. Die 
densitometrische Auswertung (Abb. 3.4 B) zeigt, dass die Transfektion der HUVECs mit 
ADAM10 siRNA zu einer Reduktion der ADAM10 Expression um 80 % führt. Parallel nimmt 
die VE-Cadherin Proteolyse um 60 % ab. Die Expression von ADAM10 korreliert gleichzeitig 
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3.2.2 Die VE-Cadherin Proteolyse ist ADAM10-abhängig  
Metalloproteinasen können in ihrer Aktivität durch verschiedene Faktoren reguliert werden. 
Einer dieser Faktoren ist das APMA (4-Aminophenyl-Quecksilberacetat), eine organische 
Quecksilberverbindung, die Sulfhydrylgruppen oxidiert und in der Lage ist, sowohl MMPs als 
auch ADAMs in ihrer Funktion zu aktivieren (Merlos-Suarez et al., 2001). Dabei wandelt 
APMA das latente Zymogen, unter Freilegung des aktiven Zentrums, in das aktive Enzym um. 
Im folgenden Versuch galt es zu klären, ob eine Aktivierung der Metalloproteinasen unter 
gleichzeitiger Hemmung von ADAM10 eine Spaltung von VE-Cadherin zur Folge hat. Hierzu 
wurden HUVECs zunächst 30 min mit DMSO und dem ADAM10-Inhibitor GI254023X            
[10 µM] vorinkubiert und nachfolgend mit dem Metalloproteinase-Aktivator APMA [100 µM] 
für 30 min behandelt. Die HUVECs wurden in Gegenwart des γ-Sekretase-Inhibitors Inhibitor 
X [1 µM] inkubiert. Die Zelllysate wurden im Western Blot mit einem Antikörper gegen            





















Abb. 3.5: Einfluss des Metalloproteinase-Aktivators APMA auf die Proteolyse von VE-Cadherin 
(A) HUVECs wurden mit DMSO und GI254023X [10 µM] 30 min vorinkubiert und mit APMA [100 µM] für 
weitere 30 min behandelt. Die Zellen wurden in Gegenwart des Inhibitors X [1 µM] inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen lysiert und im Western Blot mit einem VE-Cadherin Antikörper untersucht. (B) Die CTF                
(C-terminales Fragment)-Generierung wurde prozentual aus dem Quotienten von CTF und der Summe aus 
Volllängenprotein (VL) und CTF bestimmt und graphisch dargestellt. Die Daten wurden ausgedrückt als 
Mittelwerte + Standardabweichung. *P<0,05 DMSO + APMA vs DMSO, ºP<0,05 GI + APMA vs DMSO + 
APMA behandelte Zellen. (n=3) 
 
 
Die Behandlung der Zellen mit APMA verstärkt signifikant die VE-Cadherin Proteolyse. Dies 
ist im Vergleich von DMSO behandelten Zellen mit den DMSO und APMA behandelten 
Zellen zu beobachten. In Anwesenheit des ADAM10-Inhibitors GI254023X hat APMA keinen 
Einfluss auf die CTF-Generierung von VE-Cadherin (Abb. 3.5 A). Die densitometrische 
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Auswertung ergab, dass DMSO und APMA stimulierte Zellen das VE-Cadherin Shedding im 
Vergleich zu ausschließlich DMSO behandelten Zellen um 15 % steigern. Dieser Effekt wird 
durch Zugabe von GI254023X vollständig aufgehoben (Abb. 3.5 B). Das Ergebnis, dass die 
Behandlung mit APMA die VE-Cadherin Proteolyse erhöht, allerdings nur in Gegenwart eines 
funktionell aktiven ADAM10, läßt die Schlussfolgerung zu, dass ADAM10 direkt für das         
VE-Cadherin Shedding zuständig ist. 
In einem weiteren Experiment sollte dieses Ergebnis verifiziert werden. Dazu wurden 
HUVECs transient für 48 h mit ADAM10 siRNA bzw. Kontroll siRNA transfiziert. Die 
Inkubation der Zellen erfolgte für 30 min mit APMA [100 µM] oder ohne APMA in 
Gegenwart des γ-Sekretase-Inhibitors Inhibitor X [1 µM]. Die Zelllysate wurden im Western 





















Abb. 3.6: Einfluss von ADAM10 siRNA in Gegenwart von APMA auf das Shedding von VE-Cadherin  
HUVECs wurden transient mit Kontroll siRNA bzw. ADAM10 siRNA in Gegenwart des γ-Sekretase-Inhibitors 
Inhibitor X [1 µM] transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen mit APMA [100 µM] für 30 min inkubiert. 
Die Zellen wurden lysiert und gelelektrophoretisch in einem 10 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der Western 
Blot wurde mit einem gegen den C-Terminus von VE-Cadherin gerichteten Antikörper inkubiert. Um 
sicherzustellen, dass die ADAM10 siRNA Transfektion erfolgreich war bzw. dass gleiche Proteinkonzentrationen 
aufgetragen wurden, wurde die Membran nachfolgend mit einem gegen ADAM10 bzw. gegen β-Tubulin 
gerichteten Antikörper inkubiert (p: Proform von ADAM10, m: mature Form von ADAM10).  
 
 
Die Transfektion mit ADAM10 siRNA ohne als auch in Gegenwart von APMA inhibiert die 
CTF-Bildung und damit die VE-Cadherin Proteolyse (Abb. 3.6). Der ADAM10 gefärbte 
Western Blot, zeigt dass die Transfektion mit ADAM10 siRNA effektiv die ADAM10 
Expression herunterregulierte. Die mit Kontroll siRNA behandelten HUVECs zeigen, dass 
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APMA zu einer Zunahme des CTFs führt und somit in der Lage ist, das Shedding von             
VE-Cadherin ADAM10-abhängig zu stimulieren.  
 
 
3.2.3 VE-Cadherin wird direkt durch ADAM10 proteolytisch gespalten 
In einem in vitro-Spaltungsversuch sollte nun der Nachweis geführt werden, ob VE-Cadherin 
direkt durch ADAM10 gespalten wird. Diese Aussage sollte in einem zellfreien System 
untersucht werden. Dazu wurde humanes rekombinantes VE-Cadherin [500 ng] mit humanem 
rekombinanten ADAM10 [500 ng] für verschiedene Zeitintervalle (1, 4 und 18 h) bei 37°C 
inkubiert und nachfolgend sofort mit SDS-Probenpuffer versetzt. Als Kontrolle wurden 
rekombinantes ADAM10 und rekombinantes VE-Cadherin einzeln für 18 h bei 37°C inkubiert. 
Die Proben wurden bei 95°C für 10 min erhitzt und im Western Blot analysiert. Da sowohl das 
rekombinante VE-Cadherin als auch das rekombinante ADAM10 mit einem His-Tag versehen 















Abb. 3.7: In vitro-Spaltungsversuch von rekombinantem VE-Cadherin und rekombinantem ADAM10 
Rekombinantes VE-Cadherin [500 ng] wurde mit rekombinantem ADAM10 [500 ng] in ADAM10-Reaktions-
puffer für 1, 4 und 18 h bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Zur Kontrolle wurden zusätzlich Reaktionsansätze 
separat mit rekombinantem VE-Cadherin [500 ng] und rekombinantem ADAM10 [500 ng] angesetzt, die 
ebenfalls 18 h bei 37°C inkubiert wurden. Die Reaktionsansätze wurden mit Probenpuffer versetzt, 10 min bei 
95°C erhitzt, elektrophoretisch im 12,5 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran 
transferiert. Die Western Blot Analyse erfolgte mit einem anti-His Antikörper, mit dem sowohl das rekombinante 




Die Analyse des in vitro-Spaltungsversuches in Abbildung 3.7 zeigt, dass mit zunehmender 
Reaktionszeit eine Abnahme des 130 kDa großen VE-Cadherin Protein sichtbar ist. 
Gleichzeitig nimmt mit der Reaktionszeit die Bildung des Spaltfragments von VE-Cadherin zu. 
Der Nachweis von ADAM10 im Western Blot zeigt den Einsatz des rekombinanten ADAM10. 
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3.3 Regulation des VE-Cadherin Sheddings  
Im weiteren Verlauf der Arbeit galt es zu klären, durch welche Faktoren das Shedding von  
VE-Cadherin induziert werden kann. Um das induzierte Shedding zu untersuchen, wurden eine 
Reihe verschiedener Stimulantien getestet, die in Abbildung 3.8 aufgeführt sind.  
Um den Einfluss von Apoptose auf das Shedding von VE-Cadherin zu prüfen, wurde den 
Zellen entweder Serum entzogen oder es wurde der Proteinkinase-Inhibitor Staurosporin 
eingesetzt (Tamaoki et al., 1986). Weiterhin sollten die Stimulantien PMA und Ionomycin 
eingesetzt und auf deren Einfluss auf das VE-Cadherin Shedding hin untersucht werden 
(Whitefield et al., 1973, Liu und Hermann, 1978). Zudem sollte TNF-α/IFN-γ und Thrombin 
getestet werden, da sie einen Einfluss auf die Tyrosinphosphorylierung von VE-Cadherin 
nehmen und damit einen Effekt auf die Permeabilität des Endothels ausüben (Angelini et al., 



















Abb. 3.8: Übersicht der verwendeten Stimulantien zur Untersuchung des induzierten VE-Cadherin  
                 Sheddings 
Für die Untersuchung des induzierten VE-Cadherin Sheddings wurde Serum entzogen und die Stimulantien 
Staurosporin, PMA, Ionomycin, TNF-α/IFN-γ und Thrombin eingesetzt. 
 
 
3.3.1 Serumfreies Medium hat offensichtlich keinen Einfluss auf die Spaltung von  
        VE-Cadherin 
Zunächst sollte der Einfluss von serumfreiem Medium auf die Prozessierung von VE-Cadherin 
untersucht werden. Herren et al. beschrieben bereits, dass der Entzug von Wachstumsfaktoren 
bei HUVECs zum Shedding von VE-Cadherin führt. Zudem zeigten sie, dass dieser Vorgang 
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In diesem Versuch wurden daher HUVECs für 16 h in serumfreiem Medium aufbewahrt. Die 
Zellen wurden zusätzlich in Gegenwart von DMSO bzw. dem ADAM10-Inhibitor GI254023X 
[10 µM] inkubiert, um zu überprüfen, ob durch Inhibition der Metalloproteinase ADAM10 der 
Effekt von serumfreiem Medium auf die Zellen wieder aufgehoben werden kann. Die Zellen 
wurden nach der Inkubation lysiert und die CTF-Generierung von VE-Cadherin im Western 















Abb. 3.9: Einfluss von serumfreiem Medium auf das Shedding von VE-Cadherin 
(A) HUVECs wurden 16 h in serumfreiem Medium mit DMSO bzw. GI254023X [10 µM] behandelt. 
Anschließend wurden Zelllysate hergestellt und diese im Western Blot mit einem gegen den C-Terminus von         
VE-Cadherin gerichteten Antikörper analysiert. Die Membran wurde anschließend mit einem Antikörper gegen  
β-Tubulin inkubiert, um Varianzen in der Proteinkonzentration der Proben auszuschließen. (B) Die CTF-
Generierung wurde anhand der densitometrischen Bestimmung aus Volllängenprotein (VL) und CTF aus drei 
verschiedenen Western Blots ermittelt. Die Daten wurden ausgedrückt als Mittelwerte + Standardabweichung. 
ºP<0,05 vs Serumentzug + DMSO behandelte Zellen. (n=3) (∗ unspezifische Bande) 
 
 
Im Versuch konnte gezeigt werden, dass Serumentzug zu einer verstärkten VE-Cadherin 
Expression führt. Das Volllängenprotein (VL) von VE-Cadherin und das CTF nehmen in ihrer 
Entstehung im Vergleich zur Kontrolle (DMSO behandelte Zellen) deutlich zu. In Gegenwart 
des ADAM10-Inhibitors GI254023X konnte eine vollständige Reduktion des C-terminalen 
Fragments erreicht werden (Abb. 3.9 A). Die densitometrische Auswertung belegt, dass der 
Entzug von Serum nicht zu einer signifikant gesteigerten Proteolyse von VE-Cadherin führt. 
Die gleichzeitige Inhibition der Metalloproteinase ADAM10 führt zu einer 40 %igen 
Reduktion der VE-Cadherin Proteolyse, die auf das konstitutive Shedding von VE-Cadherin 
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3.3.2 Staurosporin stimuliert das Shedding von VE-Cadherin 
Da im vorherigen Versuch kein signifikanter Einfluss des Serumentzugs auf die Prozessierung 
von VE-Cadherin gezeigt werden konnte, galt es die Frage nach dem Einfluss der Apoptose 
von einer zweiten Seite her zu beleuchten. Dazu wurde Staurosporin, ein effektiver 
Proteinkinase-Inhibitor der zur Apoptose der Zellen führt, eingesetzt.   
Im folgenden Versuch wurden HUVECs mit Staurosporin [1 µM] 6 h in Gegenwart von 
DMSO bzw. dem ADAM10-Inhibitor GI254023X [10 µM] behandelt. Die Zelllysate wurden 
im Western Blot hinsichtlich der CTF-Generierung von VE-Cadherin untersucht. Der Western 























Abb. 3.10: Einfluss von Staurosporin auf das Shedding von VE-Cadherin 
(A) HUVECs wurden mit Staurosporin [1µM] in Gegenwart von DMSO bzw. GI254023X [10 µM] für 6 h 
inkubiert. Die Zelllysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und der 
Western Blot mit einem gegen den C-Terminus von VE-Cadherin gerichteten Antikörper inkubiert. Die Membran 
wurde nachfolgend mit einem Antikörper gegen β-Tubulin analysiert. (B) Die CTF-Generierung wurde 
densitometrisch durch Bildung des Quotienten aus CTF (C-terminalen Fragment) und der Summe aus 
Volllängenprotein (VL) und CTF bestimmt und graphisch dargestellt. Die Daten wurden ausgedrückt als 
Mittelwerte + Standardabweichung. * P<0,05 vs DMSO behandelte Zellen, ºP<0,05 vs Staurosporin + DMSO 
behandelte Zellen. (n=3) 
 
 
Abbildung 3.10 zeigt, dass der Einsatz von Staurosporin zu einer signifikanten Zunahme des 
C-terminalen Fragments von VE-Cadherin führt. Staurosporin ist somit in der Lage das 
Shedding von VE-Cadherin zu induzieren. Die durch Staurosporin ausgelöste VE-Cadherin 
Proteolyse konnte in Anwesenheit des ADAM10-Inhibitors GI254023X vollständig reduziert 
werden. Die densitometrische Auswertung zeigt, dass unter Staurosporin-Einfluss eine 20 %ige 
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Um festzustellen, ob der Effekt von Staurosporin auf die VE-Cadherin Proteolyse auf der 
Wirkung von Staurosporin als Proteinkinase-Inhibitor oder Induktor der Apoptose beruht, 
wurden nachfolgend zwei verschiedenen Proteinkinase C (PKC)-Inhibitoren auf die CTF-
Bildung hin untersucht. Zu diesem Zweck wurden die PKC-Inhibitoren GF109203X und 
Gö6976 eingesetzt (Toullec et al., 1991, Martiny-Baron et al., 1993). Hierzu wurden HUVECs 
mit GF109203X [5 µM] und Gö6976 [1 µM] für jeweils 18 h in Gegenwart des γ-Sekretase-
Inhibitors Inhibitor X [1 µM] behandelt. Die Zellen wurden lysiert und nachfolgend im 




















Abb. 3.11: Einfluss von PKC-Inhibitoren auf die Spaltung von VE-Cadherin 
HUVECs wurden mit den PKC-Inhibitoren GF109203X [5µM] (A) und Gö6976 [1 µM] (B) in Anwesenheit des 
γ-Sekretase-Inhibitors Inhibitor X [1 µM] für 18 h behandelt. Als Kontrollen dienten DMSO behandelte Zellen. 
Nach der Inkubationszeit wurden Zelllysate hergestellt, diese elektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot 
analysiert. Zur Überprüfung des Proteingehaltes wurde die Membran anschließend mit einem gegen β-Tubulin 
gerichteten Antikörper inkubiert. 
 
 
Wie in Abbildung 3.11 ersichtlich, konnte mit beiden PKC-Inhibitoren GF109203X und 
Gö6976 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle kein Effekt auf die Bildung des C-terminalen 
Fragments beobachtet werden. Demnach ist der Einfluss, der mit Staurosporin erhalten wurde, 
eher der Apoptose als der Proteinkinase C-Inhibition zuzuschreiben. 
 
 
3.3.3 PMA beeinflusst die proteolytische Spaltung von VE-Cadherin nicht 
Im nachfolgenden Versuch sollte der Proteinkinase C-Agonist Phorbol 12-myristat 13-acetat 
(PMA) auf die Stimulierbarkeit des VE-Cadherin Sheddings hin untersucht werden.  PMA ist 
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darunter auch E-Cadherin und N-Cadherin (Maretzky et al. 2005a, Reiss et al. 2005). Dies galt 
es, auch für das Zelladhäsionsmolekül VE-Cadherin aufzuklären. 
HUVECs wurden dazu mit PMA [200 ng/ml] für 2 h in Gegenwart von DMSO oder des 





















Abb. 3.12: Einfluss von PMA auf das Shedding von VE-Cadherin 
(A) HUVECs wurden mit PMA [200 ng/ml] in Gegenwart von DMSO bzw. GI254023X [10 µM] behandelt. Nach   
2 h wurden die Zellen lysiert und elektrophoretisch aufgetrennt. Der Western Blot wurde mit dem VE-Cadherin 
Antikörper analysiert. Um sicherzustellen, dass die Zelllysate gleiche Proteinkonzentrationen aufweisen, wurde 
die Membran nachfolgend mit einem gegen β-Tubulin gerichteten Antikörper inkubiert. (B) Die CTF-
Generierung wurde densitometrisch durch Bildung des Quotienten aus CTF (C-terminalen Fragment) und der 
Summe aus VL (Volllängenprotein) und CTF bestimmt und graphisch dargestellt. (n=3) 
 
 
Der Western Blot in Abbildung 3.12 zeigt, dass die Stimulation mit PMA keine Zunahme des 
C-terminalen Fragments von VE-Cadherin zur Folge hat. So ist auch in der densitometrischen 
Auswertung eine gleichbleibende CTF-Generierung bei DMSO, PMA und DMSO sowie PMA 
und GI254023X behandelten Zellen zu beobachten.  
 
 
3.3.4 Calcium-Einstrom durch Ionomycin induziert die ADAM10-vermittelte  
         VE-Cadherin Proteolyse 
Im folgenden Versuch sollte der Einfluss von Ionomycin auf die proteolytische Prozessierung 
von VE-Cadherin untersucht werden. Ionomycin ist ein Calcium-Ionophor und bewirkt den 
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konzentration führt (Kauffman et al.,1980). Für den Versuch wurden die HUVECs unter 
Einwirkung von Ionomycin [10 µM] für 30 min in Gegenwart von DMSO und dem ADAM10-




















Abb. 3.13: Einfluss von Ionomycin auf das Shedding von VE-Cadherin 
(A) HUVECs wurden mit Ionomycin [10 µM] in Gegenwart von DMSO bzw. GI254023X [10 µM] für 30 min 
behandelt. Anschließend erfolgte die Lyse der Zellen und die elektrophoretische Auftrennung im SDS-Gel. Der 
Western Blot wurde mit Antikörper gegen den VE-Cadherin C-Terminus inkubiert. Nachfolgend wurde die 
Membran mit einem Antikörper gegen β-Tubulin inkubiert. (B) Die CTF-Generierung wurde densitometrisch 
durch Bildung des Quotienten aus CTF und der Summe aus VL (Volllängenprotein) und CTF bestimmt und 
graphisch dargestellt. Die Daten wurden ausgedrückt als Mittelwerte + Standardabweichung. * P<0,05 vs DMSO 
behandelte Zellen, ºP<0,05 vs Ionomycin + DMSO behandelte Zellen. (n=3) 
 
 
Der Western Blot in Abbildung 3.13 A zeigt, dass die Stimulation mit Ionomycin zu einem 
verstärkten VE-Cadherin Shedding führt. Gleichzeitig ist sichtbar, dass der ADAM10-Inhibitor 
eine vollständige Reduktion des C-terminalen Fragments und damit des Sheddings bewirkt. 
Die densitometrische Auswertung zeigt, dass Ionomycin eine 40 %ige Zunahme des CTFs 
bewirkt. Unter gleichzeitiger Einwirkung des ADAM10-Inhibitors GI254023X konnte eine 
deutliche Reduktion des CTFs um 60 % beobachtet werden (Abb. 3.13 B).  
In Immunfluoreszenzfärbungen sollte geklärt werden, ob Ionomycin auch einen Einfluss auf 
die Lokalisation von VE-Cadherin hat und welche Bedeutung ADAM10 dabei einnimmt. Dazu 
wurden HUVECs auf Kollagen-beschichteten Deckgläschen ausgesät. Nach Erreichen der 
Konfluenz wurden die Zellen mit Ionomycin [10µM] in Gegenwart von DMSO oder dem 
ADAM10-Inhibitor GI254023X [10 µM] für 30 min inkubiert. Als Kontrolle dienten Zellen 
die ausschließlich mit DMSO behandelt wurden. Die HUVECs wurden immunzytochemisch 
























































































Abb. 3.14: Einfluss von Ionomycin auf die Lokalisation von VE-Cadherin  
HUVECs wurden auf Kollagen-beschichtete Deckgläschen ausgesät und bis zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen 
wurden 30 min mit DMSO bzw. GI254023X [10µM] vorinkubiert. Anschließend wurden die Zellen in Gegenwart 
von Ionomycin [10 µM] für weitere 30 min inkubiert. Zur Kontrolle wurden HUVECs 30 min mit DMSO 
behandelt. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit eiskaltem 
Methanol fixiert und immunzytochemisch mit einem gegen den C-Terminus von VE-Cadherin gerichteten 
Antikörper (rot) angefärbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI blau gefärbt. Der Maßstabsbalken entspricht einer 
Länge von 20 µm. Die Pfeile zeigen offene Zellzwischenräume. 
 
Die immunzytochemische Färbung in Abbildung 3.14 zeigt, dass DMSO behandelte Zellen 
enge Zellkontakte aufweisen. Das VE-Cadherin ist in den Zell-Zell-Kontakten lokalisiert und 
die Zellen bilden einen geschlossenen Zellrasen aus. Ionomycin behandelte Zellen zeigen 
hingegen einen Verlust der Zellkontakte (durch Pfeile gekennzeichnet). Zudem sind diese 
Zellen leicht rundlich. Ionomycin behandelte Zellen, die gleichzeitig mit dem ADAM10-
Inhibitor GI254023X behandelt wurden, zeigen wiederum vermehrt geschlossene Zellkontakte. 
Die Stimulation mit Ionomycin scheint zu einem Verlust der VE-Cadherin Zellkontakte zu 
führen. Die parallele Behandlung der Zellen mit dem ADAM10-Inhibitor schützt vermutlich 
davor, dass Lücken im Zellrasen entstehen. 
 
 
3.3.5 TNF-α und IFN-γ aktivieren die VE-Cadherin Proteolyse nicht 
Die inflammatorischen Zytokine TNF-α und IFN-γ sollten auf ihren Einfluss auf das                
VE-Cadherin Shedding untersucht werden. Es ist bekannt, dass TNF-α die Tyrosin-
phosophorylierung von VE-Cadherin induziert und somit in der Lage ist, die Permeabilität des 
Endothels zu erhöhen (Hofmann et al., 2002, Angelini et al., 2006).  
Im folgenden Experiment galt es zu prüfen, ob TNF-α und IFN-γ zur Proteolyse von                 
VE-Cadherin beitragen. Daher wurden HUVECs mit TNF-α [20 ng/ml]/IFN-γ [20 ng/ml] in 
Gegenwart von DMSO bzw. dem ADAM10-Inhibitor GI254023X [10 µM] für 18 h behandelt 







































Abb. 3.15: Einfluss von TNF-α und IFN-γ auf die Spaltung von VE-Cadherin 
(A) HUVECs wurden mit den proinflammatorischen Zytokinen TNF-α [20 ng/ml] und IFN-γ [20 ng/ml] 18 h in 
Gegenwart von DMSO bzw. GI254023X [10 µM] behandelt. Anschließend wurden die Zellen lysiert und im 
Western Blot mit einem VE-Cadherin Antikörper untersucht. Nachfolgend wurde die Membran mit einem gegen 
β-Tubulin gerichteten Antikörper inkubiert, um mögliche Varianzen in der Proteinkonzentration der Zelllysate 
auszuschließen. (B) Die Daten wurden ausgedrückt als Mittelwerte + Standardabweichung. * P<0,05 vs DMSO 
behandelte Zellen, ºP<0,05 vs TNF-α/IFN-γ  + DMSO behandelte Zellen. (n=3) 
 
 
Der Western Blot in Abbildung 3.15 A zeigt, dass die Stimulation der Zellen mit TNF-α/IFN-γ 
zu einer Abnahme des C-terminalen Fragments im Vergleich zur DMSO Kontrolle um 30 % 
führt. Unter gleichzeitiger Verwendung des ADAM10-Inhibitors GI254023X kann eine 
Reduktion des CTFs im Western Blot als auch in der Densitometrie um 10 % im Vergleich zu 
TNF-α/IFN-γ behandelten Zellen beobachtet werden (Abb. 3.15 B). In diesem Versuch konnte 




3.3.6 Der Einfluss von Thrombin auf die Spaltung von VE-Cadherin  
Die Serinprotease Thrombin sollte in nachfolgenden Experimenten näher auf deren Einfluss 
auf das VE-Cadherin Shedding untersucht werden. Darüber hinaus sollte die Rolle von 
ADAM10 auf die durch Thombin erhöhte endotheliale Permeabilität untersucht werden. 
Thrombin übt spezifische Effekte auf das Endothel aus: es stört die Barrierefunktion und 
stimuliert die Freisetzung von Entzündungsmediatoren, vasoregulatorische Agenzien und 
Wachstumsfaktoren (Bogatcheva et al., 2002). Thrombin stellt damit einen Schlüsselregulator 
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intrazelluläre Calciumkonzentration und stimuliert die Proteinkinase C (Sandoval et al., 2001). 
Thrombin zerstört den VE-Cadherin/Catenin-Komplex und erhöht somit die endotheliale 
Permeabilität (Rabiet et al., 1996). 
Zunächst sollte in Stimulationsversuchen untersucht werden, ob Thrombin das Shedding von 
VE-Cadherin zu stimulieren vermag. HUVECs wurden zu diesem Zweck mit Thrombin                 
[1 U/ml] für 30 min in Gegenwart von DMSO oder dem Breitbandmetalloproteinase-Inhibitor 
TAPI [20 µM] inkubiert. Anschließend wurden die Zellen lysiert und im Western Blot mit 
















Abb. 3.16: Einfluss von Thrombin auf das Shedding von VE-Cadherin 
HUVECs wurden mit DMSO bzw. TAPI [20 µM] 30 min vorinkubiert und in Gegenwart von Thrombin [1 U/ml] 
für weitere 30 min inkubiert. Anschließend erfolgte die Lyse der Zellen und die elektrophoretische Auftrennung 
im SDS-Gel. Der Western Blot wurde mit einem Antikörper gegen den VE-Cadherin C-Terminus und 
nachfolgend mit einem Antikörper gegen β-Tubulin inkubiert, um Varianzen in der Proteinkonzentration der 
Zelllysate auszuschließen. (∗ unspezifische Banden) 
 
 
Die Behandlung der HUVECs mit Thrombin führt zu einer deutlichen Zunahme des                    
C-terminalen Fragments von VE-Cadherin (Abb. 3.16). Der Einsatz des Breitbandmetallo-
proteinase-Inhibitors TAPI kann die Bildung des CTFs nahezu vollständig hemmen. Die 
Thrombin-stimulierte Erhöhung der VE-Cadherin Proteolyse ist somit Metalloproteinase-
abhängig. 
Als nächstes wurde der Einfluss von ADAM10 auf das Thrombin vermittelte VE-Cadherin-
Shedding untersucht. Dies wurde in einem RNA-Interferenz Experiment analysiert. Hierzu 
wurden HUVECs transient mit ADAM10 siRNA und zur Kontrolle mit Kontroll siRNA in 
Gegenwart des γ-Sekretase-Inhibitors Inhibitor X [1 µM] transfiziert. 48 h nach der 
Transfektion wurden die Zellen für 30 min mit Thrombin [1 U/ml] behandelt und die Zelllysate 





























































Abb. 3.17: Einfluss von ADAM10 siRNA in Gegenwart von Thrombin auf die Proteolyse von VE-Cadherin 
HUVECs wurden transient mit Kontroll siRNA bzw. ADAM10 siRNA in Gegenwart des γ-Sekretase Inhibitors X 
[1 µM] transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen mit Thrombin [1 U/ mL] für 30 min inkubiert. Die 
Zelllysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit einem gegen den C-Terminus von VE-Cadherin 
gerichteten Antikörper im Western Blot analysiert. Zur Beurteilung der ADAM10 siRNA Transfektionseffizienz, 
wurde die Membran nachfolgend mit einem Antikörper gegen ADAM10 inkubiert. Zur Prüfung des 




Die Herunterregulierung der Expression von ADAM10 mittels ADAM10 siRNA inhibiert in 
Gegenwart von Thrombin die VE-Cadherin Proteolyse (Abb. 3.17). Die mit Kontroll siRNA 
behandelten Zellen zeigen die Zunahme des VE-Cadherin Sheddings mit Thrombin. Der mit 
ADAM10 Antikörper inkubierte Western Blot zeigt, dass ADAM10 erfolgreich mit der 
ADAM10 siRNA herunterreguliert wurde. Die mit β-Tubulin gefärbte Membran bestätigt, dass 
gleiche Mengen an Protein aufgetragen wurden.   
Im Folgenden sollte der zeitliche Einfluss von Thrombin auf das VE-Cadherin Shedding 
untersucht werden. Dazu wurden HUVECs in Gegenwart von Thrombin [1 U/ml] für 
verschiedene Zeitintervalle von 5, 10, 30, 60 und 120 min inkubiert. Die Zelllysate wurden im 
Western Blot analysiert und der Western Blot nachfolgend densitometrisch ausgewertet. 
Wie in Abbildung 3.18 B gezeigt, führt die Behandlung mit Thrombin bereits nach 5 min zu 
einer Zunahme des 35 kDa großen C-terminalen Fragments. Dieser Effekt hat nach 10 bis            
30 min sein Maximum erreicht. 60 min nach der Thrombin-Stimulation nimmt die Bildung des 










































Abb. 3.18: Zeitkinetik von Thrombin auf das Shedding von VE-Cadherin 
(A) HUVECs wurden für die Dauer von 5 bis 120 min in verschiedenen Zeitintervallen mit Thrombin [1 U/ml] 
behandelt. Die Zelllysate wurden im Western Blot mit einem gegen den C-Terminus von VE-Cadherin gerichteten 
Antikörper analysiert. (B) Die CTF-Generierung wurde densitometrisch durch Bildung des Quotienten aus CTF 




Um den Einfluss von Thrombin auf die Lokalisation von VE-Cadherin zu untersuchen, wurden 
Thrombin-stimulierte Zellen immunzytochemisch gefärbt. HUVECs wurden auf Kollagen-
beschichtete Deckgläschen ausgesät. Die bis zur Konfluenz kultivierten Zellen, wurden mit 
Thrombin für verschiedene Zeitintervalle für 10, 30, 60 und 120 min behandelt. Zur Kontrolle 
wurden Zellen nicht mit Thrombin stimuliert. Die Zellen wurden in Gegenwart von DMSO 
bzw. dem ADAM10-Inhibitor GI254023X [10 µM] 30 min vorinkubiert. Anschließend wurden 
die Zellen mit PBS gewaschen und mit Methanol fixiert. Die Zellen wurden immun-













Abb. 3.19: Zeitlicher Einfluss von Thrombin auf die Lokalisation von VE-Cadherin 
HUVECs wurden auf Kollagen-beschichtete Deckgläschen ausgesät und bis zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen 
wurden in Gegenwart von Thrombin [1 U/ml] für 10, 30, 60 und 120 min stimuliert. Zuvor wurden die Zellen mit 
DMSO bzw. GI254023X [10µM] 30 min vorinkubiert. Anschließend wurden die Zellen einmal mit PBS 
gewaschen, 20 min mit eiskaltem Methanol fixiert und immunzytochemisch mit einem gegen den C-Terminus 
von VE-Cadherin gerichteten Antikörper rot angefärbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI blau gefärbt. Der 
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Die immunzytochemische Färbung (Abb. 3.19) zeigt, dass in den unbehandelten Zellen             
VE-Cadherin stark in den Zell-Zell-Kontakten lokalisiert ist. Die Inkubation der HUVECs mit 
Thrombin in Gegenwart von DMSO zeigt, dass nach 10 min die Zellen ihre Zellkontakte 
zunehmend verlieren (Pfeile). Nach 30 min ist beinahe ein kompletter Verlust von                    
VE-Cadherin auf der Zelloberfläche in den Zellzwischenräumen zu sehen. Im Vergleich dazu 
zeigen Zellen die in Gegenwart des ADAM10-Inhibitors GI254023X mit Thrombin behandelt 
wurden, einen weit geringeren Verlust von Zell-Zell-Kontakten. Nach 120 min Stimulation mit 
Thrombin sind die VE-Cadherin Zellkontakte fast vollständig wiederhergestellt.  
 
Zusammenfassend konnten für das induzierbare Shedding von VE-Cadherin folgende 
Ergebnisse gezeigt werden: Staurosporin, Ionomycin und Thrombin stimulieren die                  
VE-Cadherin Proteolyse. Dieser Effekt konnte durch Inhibition von ADAM10 aufgehoben 
werden. Die Stimulation des VE-Cadherin Sheddings wird demnach durch ADAM10 
vermittelt. Die immunzytochemischen Färbungen zeigen zudem, dass Ionomycin und 
Thrombin eine Abnahme der VE-Cadherin Zellkontakte bewirken. Die Inhibition von 
ADAM10 verhindert die Abnahme der VE-Cadherin Zellkontakte. Keinen Einfluss auf das 
induzierbare Shedding zeigen Serumentzug, PMA und TNF-α/INF-γ (Abb. 3.20). 
 
 
Abb. 3.20: Übersicht der Stimulantien, die das induzierte VE-Cadherin Shedding vermitteln 
Das stimulierte VE-Cadherin Shedding wird durch den Proteinkinase-Inhibitor Staurosporin, das Calcium-
Ionophor Ionomycin und der Serinprotease Thrombin vermittelt. Kein Effekt auf das Shedding konnte unter 
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3.4 Funktionelle Relevanz des VE-Cadherin Sheddings 
Um die Relevanz der VE-Cadherin Proteolyse näher zu untersuchen, wurden unterschiedliche 
funktionelle Experimente durchgeführt. Ziel war es herauszufinden, ob das VE-Cadherin 
Shedding einen Einfluss auf die Permeabilität, Transmigration von Leukozyten, Angiogenese 
und Migration von Endothelzellen hat. 
Abb. 3.21: Übersicht zur Untersuchung der Funktionellen Relevanz des VE-Cadherin Sheddings  




3.4.1 Metalloproteinase-Inhibitoren und ADAM10-Transfektion beeinflussen die  
         Permeabilität 
Es wurde mehrfach beschrieben, dass die endotheliale VE-Cadherin Barriere durch eine 
Vielzahl von Faktoren beeinflusst werden kann. So konnte gezeigt werden, dass die 
Permeabilität durch VEGF, Thrombin, Histamin, TNF-α oder LPS induziert wird (Gavard et 
al., 2006, Rabiet et al., 1996, Andriopoulou et al., 1999, Hofmann et al., 2002, Gong et al., 
2008). Die Faktoren nehmen dabei Einfluss auf das Zelladhäsionsmolekül VE-Cadherin, indem 
durch Tyrosinphosphorylierung der VE-Cadherin/Catenin-Komplex umgebaut wird und so die 
Zell-Zell-Kontakte durchlässiger gemacht werden. Die Permeabilität des Endothels wird dabei 
erhöht.  
Um zunächst zu klären, ob Metalloproteinasen bzw. im Speziellen ADAM10 einen Einfluss 
auf die Permeabilität einer HUVEC-Zellschicht haben, wurde zunächst in einem 
Permeabilitätsversuch die Durchlässigkeit mittels FITC-Dextran geprüft. Hierzu wurden 
HUVECs auf Kollagen-beschichtete Filtereinsätze (0,4 µm) ausgesät und bis zur Konfluenz 
kultiviert. Die Konfluenz wurde mittels Calceinfärbung kontrolliert. 
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Für den Versuch wurden die Zellen mit DMSO, dem Breitbandmetalloproteinase-Inhibitor 
GM6001 [10 µM] und dem ADAM10-Inhibitor GI254023X [10 µM] 30 min vorinkubiert. Die 
Permeabilität des Monolayers wurde gemessen, indem in jeden Filtereinsatz FITC-Dextran   
(40 kDa) [1 mg/ml] gegeben wurde und nach definierten Messzeiten die Fluoreszenzintensität 











Abb. 3.22: Einfluss von Metalloproteinase-Inhibitoren auf die Permeabilität 
HUVECs wurden auf Kollagen-beschichtete Filtereinsätze (0,4 µm) ausgesät und bis zu Konfluenz kultiviert. Die 
Konfluenz wurde mittels Calceinfärbung der Zellen unter dem Fluoeszenzmikroskop kontrolliert. Die Zellen 
wurden mit DMSO; GI254023X [10µM] bzw. GM6001 [10 µM] für 30 min vorinkubiert. Die Permeabilität des 
HUVEC-Monolayers wurde mittels FITC-Dextran (40 kDa) bestimmt. Dazu wurde FITC-Dextran [1 mg/ml] auf 
die Zellen im Filtereinsatz gegeben und nach definierten Zeitintervallen (10, 120, 240 min) die Fluoreszenz-
intenstität des Mediums im unteren Loch bei einer Fluoreszenz von λEX=485 nm (λEM 525 nm) gemessen. Die 




Die Permeabilität DMSO behandelter Zellen nimmt im Vergleich zu den Metalloproteinase-
Inhibitor behandelten Zellen stärker zu (Abb. 3.22). ADAM10-Inhibitor behandelte Zellen 
zeigen eine signifikant geringere Permeabilität als die DMSO behandelten Kontrollzellen. 
ADAM10 scheint also in der Lage zu sein, die Permeabilität einer Endothelzellschicht zu 
beeinflussen.  
Um diesen Befund abzusichern, wurde im folgenden Experiment der Einfluss von ADAM10 
auf die Permeabilität durch ADAM10 Überexpression untersucht. Hierbei wurden HUVECs 
mit ADAM10 bzw. als Kontrolle mit einem Leervektor (mock) transient transfiziert. 24 h nach 
der Transfektion wurden die Zellen in Filtereinsätze (0,4 µm) ausgesät und nach weiteren 24 h 
wurde die Zellen im Permeabilitätsversuch untersucht. Zuvor wurde die Konfluenz der Zellen 
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Die Permeabilität wurde mittels FITC-Dextran [1 mg/ml] durch Messung der Fluoreszenz-
intensität der Lösung in der unteren Kammer nach verschiedenen Zeitintervallen gemessen. 
Zur Überprüfung der Transfektion wurden Zelllysate der transfizierten Zellen im Western Blot 















Abb. 3.23: Einfluss von ADAM10-Transfektion auf die Permeabilität 
HUVECs wurden transient mit einem Leervektor (mock, 1) und ADAM10 (2) transfiziert. Nach 24 h wurden die 
Zellen auf Kollagen-beschichtete Filtereinsätze (0,4 µm) ausgesät und bis zu Konfluenz kultiviert. Die Konfluenz 
wurde mittels Calceinfärbung der Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop kontrolliert. Die Permeabilität des 
HUVEC-Monolayers wurde bestimmt indem FITC-Dextran (40 kDa) [1 mg/ml] auf die Zellen in den 
Filtereinsätzen gegeben wurde. Nach definierten Zeitintervallen (10, 30, 60, 120 min) wurde die 
Fluoreszenzintensität des Mediums im unteren Loch bei einer Fluoreszenz von λEX=485 nm (λEM 525 nm) 
gemessen. Zelllysate der transfizierten Zellen wurden im Western Blot mit einem ADAM10 Antikörper inkubiert, 
um die Transfektionseffizienz zu kontrollieren. Die Daten wurden ausgedrückt als Mittelwerte + Standard-
abweichung. * P<0,05 vs mock transfizierte Zellen. (mock: Leervektor, A10: ADAM10) 
 
 
Der Permeabilitätsversuch in Abbildung 3.23 zeigt, dass die Permeabilität ADAM10-
transfizierter Zellen im Vergleich zu den mit einem Leervektor (mock) transfizierten Zellen 
signifikant höher ist. Dies ist über einen Zeitraum von 10 bis 120 min zu beobachten. Zur 
Kontrolle der Transfektion wurden Zelllysate im Western Blot untersucht. Die Überexpression 
mit ADAM10 (2) und die Tranfektion mit dem Leervektor (1) sind im Western Blot zu sehen. 
Die Proform und mature Form von ADAM10 sind dargestellt. 
Für Thrombin wurde beschrieben, dass es in der Lage ist, die Permeabilität endothelialer 
Barrieren zu erhöhen (Rabiet et al., 1996). Im folgenden Versuch sollte überprüft werden, ob 
ADAM10 einen Einfluss auf die Thrombin-stimulierte Erhöhung der Permeabilität zukommt. 
Hierzu wurden HUVECs auf Filtereinsätze (0,4 µm) ausgesät und bis zur Konfluenz kultiviert. 
Anschließend wurden die Zellen mit DMSO bzw. dem ADAM10-Inhibitor GI254023X              
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Dann wurde mittels FITC-Dextran (40 kDa) die Permeabilität des Monolayers gemessen, 
indem FITC-Dextran [1 mg/ml] in das obere Loch des Filtereinsatzes auf die Zellen gegeben 
wurde und nach definierten Messzeiten die Fluoreszenzintensität der Lösung in der unteren 


















Abb. 3.24: Einfluss von Thrombin in Gegenwart des ADAM10-Inhibitors auf die Permeabilität 
HUVECs wurden auf Kollagen-beschichtete Filtereinsätze (0,4 µm) ausgesät und bis zu Konfluenz kultiviert. Zur 
Überprüfung der Konfluenz wurden die Zellen mit Calcein angefärbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop 
begutachtet. Die Zellen wurden mit DMSO bzw. GI254023X [10µM] für 30 min vorinkubiert und anschließend 
mit Thrombin [1 U/ mL] behandelt. Die Permeabilität des HUVEC-Monolayers wurde mittels FITC-Dextran             
(40 kDa) bestimmt. Dazu wurde FITC-Dextran [1 mg/ml] in den Filtereinsätzen auf die Zellen gegeben. Nach 
verschiedenen Messzeiten (10, 30, 60 und 120 min) wurde die Fluoreszenzintenstität des Mediums im unteren 
Loch bei einer Fluoreszenz von λEX=485 nm (λEM 525 nm) gemessen. Die Daten wurden ausgedrückt als 
Mittelwerte + Standardabweichung. * P<0,05 Thrombin + GI254023X vs Thrombin + DMSO behandelte Zellen. 
 
 
Die Permeabilität der HUVEC Zelllage (Abb. 3.24) nimmt in Gegenwart der Kontrolle DMSO 
über die Zeit linear zu. Die Behandlung von Thrombin in Gegenwart von DMSO führt zu einer 
deutlich stärkeren Zunahme der Permeabilität, die nach 60 min ihr Maximum aufweist. Danach 
nimmt die Durchlässigkeit der HUVEC Zellschicht wieder ab. Unter Einfluss des ADAM10-
Inhibitors GI254023X zeigt Thrombin einen ähnlichen Kurvenverlauf wie mit Thrombin und 
DMSO. Auch hier steigt die Permeabilität deutlich an und erreicht nach 60 min den höchsten 
Wert. Die Permeabilität ist hierbei allerdings im Vergleich zu Thrombin und DMSO deutlich 
reduziert. Dies beweist, dass Thrombin in der Lage ist, die Permeabilität zu erhöhen. 
Darüberhinaus zeigt der Versuch, dass der ADAM10-Inhibitor in der Lage ist, die Zellbarriere 
des Endothels aufrechtzuerhalten, also den Effekt von Thrombin entgegenzuwirken. ADAM10 
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3.4.2 Die Transmigration von T-Zellen wird durch die Inhibition der Metalloproteinasen   
         und durch ADAM10 siRNA gehemmt 
Die Adhäsionskontakte des Endothels regulieren nicht nur die Permeabilität sondern auch den 
Prozess der Leukozytentransmigration. Wichtige Zelladhäsionsmoleküle sind hierbei                  
VE-Cadherin, PECAM-1, CD99 und JAMs. Die funktionelle Bedeutung der VE-Cadherin 
Proteolyse auf die Transmigration von Leukozyten sollte in Transmigrationsversuchen 
untersucht werden. Zunächst sollte in diesen Versuchen die Funktion der Metalloproteinasen 
mittels Inhibitoren ausgeschaltet werden. Hierzu wurden HUVECs zunächst auf Kollagen-
beschichtete Filtereinsätze (3,0 µm) ausgesät und bis zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen 
wurden nach Erreichen der Konfluenz mit DMSO, dem spezifischen ADAM10-Inhibitor 
GI254023X [10 µM], dem ADAM10/ADAM17-Inhibitor GW280264X [10 µM] und dem 
Breitband-metalloproteinase-Inhibitor GM6001 [10 µM] für 60 min vorinkubiert. Im 
Anschluss daran wurden jeweils 5 x 105 Phytohämagglutin-stimulierte T-Zellen auf einen 
Filtereinsatz pipettiert. 24 h nach Zugabe der T-Zellen wurden die transmigrierten T-Zellen im 

















Abb. 3.25: Einfluss von Metalloproteinase-Inhibitoren auf die Transmigration von T-Zellen 
HUVECs wurden auf Kollagen-beschichtete Filtereinsätze (3,0 µm) ausgesät und bis zur Konfluenz kultiviert. Zur 
Überprüfung der Konfluenz wurden die Zellen mit Calcein angefärbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop 
begutachtet. Die Zellen wurden mit DMSO, GI254023X [10µM], GW280264X [10 µM] und GM6001 [10 µM] 
für 60 min vorinkubiert. Anschließend wurde das Medium im oberen Loch gewechselt. Es wurden 5 x 105 
Phytohämagglutin-stimulierte T-Zellen auf jeden Filtereinsatz pipettiert. Nach 24 h wurde die Zahl der 
transmigrierten Zellen im unteren Loch durch Zählung der Zellen in einer Neubauerzählkammer bestimmt. Die 
Daten wurden ausgedrückt als Mittelwerte + Standardabweichung. * P<0,05 vs DMSO behandelte Zellen. 
 
 
Die Zahl der transmigrierten T-Zellen, die durch die Zellschicht DMSO behandelter HUVECs 
wanderte, wurde 100 % gesetzt (Abb. 3.25). Im Vergleich zur DMSO Kontrolle zeigten alle 
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stärkste Abnahme der Anzahl transmigrierter T-Zellen konnte mit dem spezifischen ADAM10-
Inhibitor GI254023X erreicht werden. Hierbei wurde eine Reduktion der Transmigration um 
45 % gemessen. Die Behandlung der Zellen mit GW280264X und GM6001 führte zu einer 
Abnahme der Transmigration um 30 %. Das Ergebnis, dass ADAM10 einen Einfluss auf die 
Transmigration von T-Zellen einnimmt, sollte in einem weiteren Versuch näher untersucht 
werden.  
ADAM10 wird sowohl auf der Oberfläche des Endothels als auch auf der Oberfläche von      
T-Zellen exprimiert. Dabei stellte sich die Frage, auf welcher Seite die funktionelle Relevanz 
von ADAM10 bedeutsam wird. Es wurde daher untersucht, ob das endotheliale ADAM10 auf 
dem Endothel oder aber das in der Membran der T-Zellen lokalisierte ADAM10 wichtig für 
die Transmigration ist. Um diese Frage klären zu können, wurden sowohl HUVECs als auch  
T-Zellen transient mit ADAM10 siRNA bzw. mit Kontroll siRNA transfiziert. 24 h nach der 
Transfektion wurden die transfizierten HUVECs auf Kollagen-beschichtete Filtereinsätze           
(3,0 µm) ausgesät. Nach weiteren 24 h wurde der Transmigrationsversuch durchgeführt. Dabei 
wurden 5x105 Kontroll siRNA bzw. ADAM10 siRNA transfizierte T-Zellen in die 
Filtereinsätze auf Kontroll siRNA bzw. ADAM10 siRNA transfizierte HUVECs pipettiert.          
24 h danach wurde die Zahl der transmigrierten T-Zellen im unteren Loch der 24-Loch-Platte 

















Abb. 3.26: Einfluss von ADAM10 siRNA auf die Transmigration von T-Zellen 
HUVECs wurden transient mit Kontroll siRNA (mock, 1) bzw. mit ADAM10 siRNA (2) transfiziert und auf 
Kollagen-beschichtete Filtereinsätze (3,0 µm) ausgesät und bis zu Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden mit 
Calcein angefärbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop begutachtet, um so die Konfluenz der HUVECs zu 
überprüfen. T-Zellen wurden ebenfalls transient mit Kontroll siRNA (mock, 1) bzw. mit ADAM10 siRNA (2) 
transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden 5 x 105 Phytohämagglutin-stimulierte T-Zellen pro Filtereinsatz 
pipettiert. Nach weiteren 24 h wurde die Zahl der transmigrierten Zellen im unteren Loch durch Zählung der       
T-Zellen in der Neubauerzählkammer bestimmt. Die ADAM10 Expression der mock-transfizierten (1) bzw. 
ADAM10 siRNA transfizierten (2) HUVECs und T-Zellen wurde im Western Blot untersucht. Die Daten wurden 
ausgedrückt als Mittelwerte + Standardabweichung. * P<0,05 vs mock transfizierte Zellen. (p: Proform von 
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Zusätzlich wurden Zelllysate der transfizierten HUVECs bzw. T-Zellen im Western Blot auf 
die ADAM10 Expression hin analysiert. 
Im Transmigrationsversuch diente als Kontrolle der Ansatz, bei dem sowohl die T-Zellen als 
auch die HUVECs mit Kontroll siRNA behandelt worden sind. Die Zahl der transmigierten           
T-Zellen wurde hier 100 % gesetzt (Abb. 3.26). Ist ADAM10 mittels ADAM10 siRNA nur in 
den HUVECs herunterreguliert, so kann eine Abnahme der Transmigration um 40 % 
beobachtet werden. Dies stimmt mit dem Einsatz des ADAM10-Inhibitors in Abb. 3.26 
überein, bei dem eine Reduktion der Transmigration um 45 % gemessen werden konnte. Ist 
ADAM10 hingegen nur in T-Zellen herunterreguliert, so reduziert sich die Transmigration um 
60 %. Ist ADAM10 sowohl auf HUVECs als auch auf T-Zellen reduziert, so nimmt die 
Transmigration um 50 % ab. Die Herunterregulierung von ADAM10 in HUVECs und                 
T-Zellen mittels ADAM10 siRNA wurde im Western Blot gezeigt (Abb. 3.26). 
ADAM10 scheint demnach sowohl auf der Oberfläche von Endothelzellen, als auch auf der 
von T-Zellen eine bedeutsame Rolle bei der Transmigration zu spielen.  
 
 
3.4.3 Die Co-Kultivierung von HUVECs mit T-Zellen verstärkt die ADAM10 Aktivität 
Um die Frage zu beantworten, ob T-Zellen dass VE-Cadherin Shedding in HUVECs induzieren 
können, wurden Co-Kultivierungsexperimente durchgeführt. Dazu wurden auf eine konfluente 
HUVEC Zellschicht T-Zellen gegeben und für 24 h inkubiert. In einem Ansatz wurden                   
T-Zellen in einen 0,4 µm Filtereinsatz pipettiert, so dass nur lösliche, von den T-Zellen 
abgegebene Faktoren Einfluss auf die HUVECs nehmen konnten (indirekt). In einem anderen 
Ansatz wurden T-Zellen direkt auf eine HUVEC-Zellschicht gegeben, so dass die T-Zellen 
unmittelbar mit den HUVECs interagieren konnten (direkt). Als negative Kontrolle wurden 
keine T-Zellen zugegeben.  
Der in Abbildung 3.27 dargestellte Western Blot zeigt, dass bei der indirekten als auch bei der 
direkten Zugabe von Phytohämagglutinin-stimulierten T-Zellen auf HUVECs im Vergleich zu 
unbehandelten HUVECs eine leichte Zunahme der C-terminalen Spaltfragmente zu beobachten 
ist. Diese Zunahme war allerdings nicht quantifizierbar, da das Verhältnis der Volllängenform 
zum CTF zu groß war. Weitere Untersuchungen zur Beurteilung der VE-Cadherin Proteolyse 
stehen noch aus. Daneben ist eine erhöhte ADAM10 Aktivität bei der indirekten als auch bei 
der direkten Zugabe von T-Zellen zu verzeichnen. Dies läst darauf schließen, dass die 
Interaktion von T-Zellen mit HUVECs, aber auch von den T-Zellen sekretierte lösliche 
Faktoren zu einer erhöhten ADAM10 Aktivität beitragen können. Es wurde bereits publiziert, 
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dass die Adhäsion von Polymorphkernigen Zellen (PMN) an HUVECs dazu führt, dass sich 
die VE-Cadherin-abhängigen endothelialen Adhäsionskontakte umorientieren (Del Maschino 
et al., 1996, Allport et al., 1997). Dies könnte auch im Fall der Inkubation von T-Zellen mit 

















Abb. 3.27: Co-Kultivierung von HUVECs mit T-Zellen  
HUVECs wurden ohne, indirekt (in einem 0,4 µm Filtereinsatz) und direkt mit 14x106 Phytohämagglutin-
stimulierten T-Zellen für 24 h inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und die Proteine elektrophoretisch aufgetrennt, 
auf eine PVDF-Membran transferiert und der Western Blot mit einem gegen den C-Terminus von VE-Cadherin 
gerichteten Antikörper inkubiert. Die Membran wurde nachfolgend mit einem Antikörper gegen ADAM10 
inkubiert, um die Aktivierung von ADAM10 zu analysieren und mit einem gegen β-Tubulin gerichteten 
Antikörper inkubiert, um Varianzen in der Proteinkonzentration der Proben auszuschließen. (VL: Volllängen-
protein, CTF: C-terminales Fragment, p: Proform von ADAM10, m: mature Form von ADAM10, ∗ Kontrast der 
CTF-Bande wurde verstärkt)   
 
 
3.4.4 Wirkung von rekombinantem ADAM10 auf die Angiogenese 
Es ist bekannt, dass VE-Cadherin und PECAM eine wichtige Rolle bei der Angiogenese 
spielen (Matsumura et al., 1997). Die Bildung von Gefäßen kann durch Ausplattieren von 
Zellen auf ein Matrigel studiert werden.  
In diesem Versuch war zu überprüfen, ob rekombinantes ADAM10 einen Einfuss auf die 
Gefäßbildung und damit auf die Angiogenese hat. Hierzu wurden verschiedene 
Konzentrationen an rekombinantem ADAM10 auf Matrigel gegeben, welches daraufhin in das 
Gel diffundiert. Die überschüssige Lösung wurde wieder entfernt. Anschließend wurden 























































Abb. 3.28: Einfluss von rekombinantem ADAM10 auf die Angiogenese von HUVECs 
ECM-Gel (Engelbreth-Holm-Swarm murine sarcoma) wurde in eine 96-Loch-Platte pipettiert. Nach 30 min 
Inkubationszeit bei 37°C im Brutschrank wurden dem ECM-Gel verschiedene Konzentrationen an 
rekombinantem ADAM10 [0,000025 U; 0,00025 U; 0,0025 U; 0,025 U] bzw. der ADAM10-Reaktionspuffer als 
Kontrolle hinzugesetzt und für weitere 24 h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde überschüssiger Puffer vom 
ECM-Gel abpipettiert und HUVECs in einer Zellzahl von 5x104 Zellen pro 96-Loch ausgesät. 24 h nach Aussaat 
der Zellen wurden mikroskopische Aufnahmen gemacht und die Tubulilänge gemessen. 
 
 
Abbildung 3.28 zeigt die mikroskopischen Aufnahmen und die Auswertung der Gefäßbildung 
in Form der Messung der Tubulilänge. Die Konzentration an rekombinantem ADAM10 von 
0,0025 U hatte die beste Wirkung auf die Ausbildung von Gefäßen. Allerdings konnten keine 
signifikanten Unterschiede für die verschiedenen ADAM10 Konzentrationen festgestellt 
werden. Hiernach scheint rekombinantes ADAM10 keinen signifikanten Einfluss auf die 
Angiogenese zu haben. 
 
 
3.4.5 Die Inhibition von ADAM10 beeinflusst die Migration von HUVECs nicht 
Im folgenden Experiment sollte der Einfluss von ADAM10 auf die Migration von HUVECs 
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werden konnte, hat die Inhibition von ADAM10 einen Einfluss auf die Migration E-Cadherin 
exprimierender Zellen (Maretzky et al., 2005a). 
Hier sollte in einem in vitro wound healing assay geprüft werden, inwiefern der ADAM10-
Inhibitor GI254023X einen Einfluss auf die Migration von HUVECs hat. Hierzu wurde mittels 
einer Pipettenspitze die konfluente Zellschicht von HUVECs lokal zerstört und anschließend 
unter mikroskopischer Kontrolle die Zellwanderung in Anwesenheit von DMSO bzw. 
















Abb. 3.29: Einfluss des ADAM10-Inhibitors auf die Migration von HUVECs 
HUVECs wurden in 6-Loch-Platten bis zur Konfluenz kultiviert. Dann wurde mit einer Pipettenspitze ein 
Querstrich durch die Zellschicht gezogen und so die Zellschicht zerstört. Nachfolgend wurde das Medium 
gewechselt und die Zellen in Abwesenheit bzw. Anwesenheit von DMSO bzw. GI254023X [10 µM] inkubiert 
oder unbehandelt belassen. Nach verschiedenen Zeitintervallen (0, 3, 6 und 9 h) wurden mikroskopische Bilder 
von der Zellschicht aufgenommen. Der Maßstabsbalken entspricht einer Länge von 100 µm. 
 
 
Abbildung 3.29 zeigt die Zellwanderung DMSO, ADAM10-Inhibitor behandelter und 
unbehandelter HUVECs nach verschiedenen Zeitintervallen. Nach 9 h kann die Migration der 
DMSO und ADAM10-Inhibitor behandelten Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen 
beobachtet werden. Ein signifikanter Unterschied zwischen DMSO und ADAM10-Inhibitor 
Behandlung auf die Migration der HUVECs konnte nicht beobachtet werden.  
 
 
3.4.6 Serumproben von KHK-Patienten zeigen im Vergleich zu gesunden Patienten eine    
         verstärkte Freisetzung von löslichem VE-Cadherin 
In früheren Studien konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte Sekretion von VE-Cadherin in 
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Plasmakonzentration von VE-Cadherin in peripheren Blut und in koronaren Sinus von 
Patienten mit akutem Herzinfakt, mit stabiler Angina pectoris, mit altem Herzinfakt und einer 
Kontrollgruppe ohne koronarer aterieller Stenose miteinander verglichen (Soeki et al., 2004). 
An dieser Stelle sollte anhand von Patientenseren die Konzentration an löslichem VE-Cadherin 
überprüft werden. Verglichen wurden hierbei die Seren von Patienten mit koronarer 
Herzkrankheit (KHK) und gesunden Patienten. Zur Messung des Gehaltes an löslichen             

















Abb. 3.30: Bestimmung des löslichen VE-Cadherins von gesunden- und KHK-Patientenseren 
Das lösliche VE-Cadherin wurde quantitativ im Serum gesunder Patienten (-) und Patienten mit koronarer 
Herzkrankheit (KHK) mittels VE-Cadherin-ELISAs bestimmt. Die Daten wurden ausgedrückt als Mittelwerte + 
Standardabweichung. * P<0,05 vs gesunde Patientenseren. 
 
 
In Abbildung 3.30 ist ein signifikanter Unterschied zwischen der Menge des löslichen               
VE-Cadherins in KHK-Patientenseren und löslichem VE-Cadherin in gesunden Patientenseren 
zu beobachten. So zeigen Seren von KHK-Patienten eine höhere Konzentration des löslichen 
VE-Cadherins als Seren von gesunden Patienten. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Konzentration 


















































4.1 Die Proteolyse von VE-Cadherin 
Das Gefäßsystem stellt ein wichtiges Netzwerk dar, in dem Blut bis in die Peripherie des 
Körpers und wieder zurück zum Herzen fließt. Endothelzellen nehmen hierbei eine besondere 
Stellung ein. Sie kleiden die innerste Wandschicht von Blut- und Lymphgefäßen aus. Die 
Endothelzellen eines menschlichen Körpers treten dabei auf einer Fläche von 4.000 bis      
7.000 m2 mit dem Blut in Kontakt. 
Eine der wesentlichen Aufgaben von Endothelzellen ist die Aufrechterhaltung der vaskulären 
Integrität. Die Endothelzellen bilden eine endotheliale Barrier aus, dabei kontrollieren sie die 
Passage von löslichen Stoffen und Entzündungszellen aus dem Blut in das Gewebe. Zur 
Regulation dieser Barrierefunktion nutzen benachbarte Endothelzellen Adhäsionskontakte und 
Verschlußkontakte, um enge Zell-Zell-Verbindungen aufrechtzuerhalten (Dejana, 2004). Eine 
Destabilisierung der vaskulären Barriere tritt auf, wenn die Interaktion zwischen den 
interendothelialen Zelladhäsionsmolekülen gestört wird. Von kritischer Bedeutung ist hier 
besonders das vaskuläre endotheliale (VE)-Cadherin. So führt die Behandlung mit einem 
Antikörper gegen die extrazelluläre Domäne von VE-Cadherin in vitro zur Zerstörung der 
endothelialen Barriere (Corada et al., 2001). Weiterhin führt der Einsatz von VE-Cadherin 
Antikörpern in vivo zu einer Erhöhung der Permeabilität (Corada et al., 1999). 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die für die proteolytische Ektodomänenspaltung von                 
VE-Cadherin verantwortliche Metalloproteinase identifiziert werden. Des Weiteren sollte 
überprüft werden, ob das Shedding durch ausgewählte Stimulantien induziert werden kann. 
Von Interesse war zudem die funktionelle Bedeutung der VE-Cadherin Proteolyse zu 
charakterisieren.  
Herren et al. beschrieben bereits, dass VE-Cadherin durch eine noch unbekannte 
Metalloproteinase während der Apoptose freigesetzt wird (Herren et al., 1998). Mittels 
spezifischer und Breitbandmetalloproteinase-Inhibitoren konnte die Beteiligung einer 
Metalloproteinase an der Proteolyse von VE-Cadherin bestätigt werden. Die Inhibition von 
ADAM10 im Speziellen führte zu signifikanten Reduktion des CTFs und einer Reduktion des 
löslichen VE-Cadherins in Zellüberständen.  
Da im Falle der VE-Cadherin verwandten Adhäsionsmoleküle E-Cadherin (Maretzky et al., 
2005a) und N-Cadherin (Reiss et al., 2005) ebenfalls die Beteiligung der Metalloproteinase 
ADAM10 bei deren Spaltung ausgemacht werden konnte, spricht das erhaltene Ergebnis dafür, 
dass dies auch für das Shedding des Adhäsionsmolekül VE-Cadherin gilt. 
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In der Regel generiert eine derartige Proteolyse ein C-terminales VE-Cadherin Fragment, 
welches ein Substrat für die intramembrane Proteolyse darstellt. Die bei der γ-Sekretase 
Spaltung entstandenden Fragmente besitzen häufig die Fähigkeit direkt die Signaltransduktion 
via Translokation in den Zellkern zu vermitteln (De Stropper et al., 2005). Dieses „RIPping“ 
umfasst zahlreiche zelluläre Antworten und ist entscheidend für die Signalweiterleitung von 
aktivierten Rezeptoren. Das bekannteste Beispiel stellt der Notch-1 Rezeptor dar, dessen 
intrazelluläre Domäne (IZD) nach dem RIPping in den Zellkern transloziert und dort eine 
transkriptionelle Antwort induziert (Kramer et al., 2000). 
Mittlerweile wurde bereits für eine Vielzahl der transmembranen Moleküle gezeigt, dass diese 
sowohl durch ADAMs als auch durch die γ-Sekretase geschnitten werden. So erfolgt das 
Shedding der Adhäsionsmoleküle E-Cadherin (Maretzky et al., 2005a) und N-Cadherin (Reiss 
et al., 2005) zunächst durch ADAM10 und anschließend durch den γ-Sekretase-Komplex. Die 
Substrate CD44 (Murakami et al., 2003), L1 (Maretzky et al., 2005) und APP (Selkoe, 1998) 
werden neben ADAM10 ebenfalls durch ADAM17 in der extrazellulären Domäne und im 
Anschluss daran durch die γ-Sekretase in der transmembranen Domäne geschnitten. 
Die Rolle der C-terminalen Fragmente für die Adhäsionsmoleküle E-Cadherin und N-Cadherin 
sind zum Teil bekannt. So führt das Shedding von E-Cadherin durch ADAM10 zur Modulation 
der subzellulären β-Catenin Lokalisation und zur Signaltransduktion (Gottardi et al., 2001) Die 
ADAM10 Überexpression in epithelialen Zellen erhöht dosis-abhängig die Expression des         
β-Catenin Zielgens cyclin D1 und verstärkt die Zellproliferation (Maretzky et al., 2005a). Das 
ADAM10-vermittelte N-Cadherin Shedding resultiert, ähnlich wie bei E-Cadherin, in einem 
Wechsel der Zelladhäsivität und führt zu einer dramatischen Umverteilung des β-Catenins von 
der Zelloberfläche zum zytoplasmatischen Pool, wobei Einfluss auf die Expression der               
β-Catenin Zielgene genommen wird (Reiss et al., 2005). 
Neben der Möglichkeit, dass nach der Spaltung durch die γ-Sekretase eine intrazelluläre 
Domäne eine transkriptionelle Antwort induziert oder das β-Catenin freigesetzt als 
Signalmolekül in der Zelle agiert, gibt es noch eine dritte Variante bei dem das freigesetzte 
Fragment eine Funktion ausübt. Dies konnte im Falle von N-Cadherin beobachtet werden. 
Dabei führt die Proteolyse von N-Cadherin durch die γ-Sekretase zu der Bildung eines                 
C-terminalen Fragments, welches an den Transkriptionsfaktor CBP (CREB binding protein) 
bindet und die Degradation durch das Proteasom fördert. Dadurch wird die CRE (cyclic AMP 
response element)-abhängige Transaktivierung inhibiert. Das CTF fungiert in diesem Fall als 
Repressor der CBP/CRE-vermittelten Transkription (Marambaud et al., 2003). 
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Hierbei stellt sich die Frage, ob auch die Proteolyse von VE-Cadherin einen Einfluss auf die 
Signaltransduktion nimmt. So könnte das Shedding von VE-Cadherin bewirken, dass                   
β-Catenin in den Zellkern transloziert, an die Transkriptionsfaktoren TCF/LEF (T cell 
formation/ lymphoid enhance factor) bindet und so die Expression der β-Catenin Zielgene, wie 
beispielsweise cyclin D1, c-myc und c-jun hervorruft. Diese Zielgene sind zuständig für 
Apoptose, genomische Instabilität, Wachstum, Transformation, Proliferation, Angiogenese und 
Differenzierung (Ponziellie et al., 2005). Die Hauptwirkung der Zielgene auf das Endothel ist 
die Proliferation von Endothelzellen, welches im Rahmen der Gefäßneubildung von Bedeutung 
ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch die Expression der β-Catenin Zielgene cyclin D1 und 
c-myc sowohl nach Stimulation der VE-Cadherin Proteolyse als auch nach der Inhibition des 
Sheddings untersucht. Die Ergebnisse waren allerdings sehr inhomogen, so dass letztlich keine 
eindeutige Aussage darüber gemacht werden konnte, ob die Prozessierung von VE-Cadherin 
eine β-Catenin-Signalweiterleitung bewirkt. 
Der Befund, dass die VE-Cadherin Proteolyse durch ADAM10 vermittelt wird, wurde in RNA-
Interferenz Experimenten bestätigt. Hierbei konnte belegt werden, dass die Abnahme der 
ADAM10 Expression gleichzeitig eine Reduktion der VE-Cadherin Proteolyse nach sich zieht. 
ADAM10 ist bedeutsam für die Entwicklung während der frühen Embryogenese, insbesondere 
der Herz- und ZNS-Entwicklung, der Vaskulogenese und Somitogenese (Hartmann et al., 
2002). Gleichsam spielt für die Vaskulogenese das VE-Cadherin eine essentielle Rolle (Vittet 
et al., 1997). Möglicherweise findet hier eine Überlappung der Funktionen von ADAM10 und 
VE-Cadherin statt. So fällt auf, dass sowohl ADAM10-defiziente Mäuse als auch                      
VE-Cadherin-defiziente Mäuse am Embryonaltag E9,5 sterben. Der Prozess der 
Vaskulogenese findet während der Tage E6,5 bis E9,5 im Mausembryo statt (Drake und 
Fleming, 2000). Denkbar wäre, dass während der Vaskulogenese eine Neuorientierung der 
Endothelzellen stattfindet und hierbei ADAM10 für das Aufbrechen fester VE-Cadherin-
Verbindungen eine Rolle spielt. Dies könnte in immunhistochemischen Färbungen E9,5 alter 
Embryonen eingehender untersucht werden. 
In Versuchen mit APMA konnte gezeigt werden, das ADAM10 direkt für die VE-Cadherin 
vermittelte Proteolyse verantwortlich ist. Dabei verstärkte APMA die VE-Cadherin Proteolyse 
nur in Anwesenheit von ADAM10. Die Wirkung von APMA konnte bereits für eine Reihe von 
transmembranen Molekülen als Aktivator von Metalloproteinasen bestätigt werden, so konnte 
eine Aktivierung der pro-TGF-α Proteolyse durch TACE mittels APMA gezeigt werden 
(Merlos-Suarez et al., 2001), ebenfalls konnte das ADAM10 vermittelte Ektodomänen 
Shedding von einer Vorstufe von Betacellulin durch APMA aktiviert werden (Sanderson et al., 
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2005) und für das konstitutive Shedding von CD44 durch ADAM10 konnte ebenfalls eine 
Aktivierung durch APMA gezeigt werden (Stoeck et al., 2006). 
Basierend auf den erhaltenen Ergebnissen kann folgendes Modell aufgestellt werden            
(Abb. 4.1). VE-Cadherin ist Substrat von ADAM10 und dem γ-Sekretase-Komplex. Bei der 
proteolytischen Spaltung von VE-Cadherin wird sequentiell zunächst die Ektodomäne von  
VE-Cadherin durch ADAM10 freigesetzt. Anschließend erfolgt die Spaltung der trans-
membranen Domäne durch den γ-Sekretase-Komplex. Es wäre vorstellbar, dass durch das 
Shedding von VE-Cadherin, ähnlich wie bei N-Cadherin, es zu einem Ablösen des β-Catenins 
kommt, welches daraufhin in den Zellkern transloziert und dort die Zielgene aktiviert (Reiss et 
al., 2005, Marambaud et al., 2003). Desweiteren könnte die Spaltung durch die γ-Sekretase 
eine intrazelluläre Domäne generieren, die in den Zellkern gelangt und dort mit Aktivatoren 



























Abb. 4.1: Schematisches Model der ADAM10-abhängigen VE-Cadherin Proteolyse 
ADAM10 ist in der Lage, VE-Cadherin konstitutiv in einen löslichen VE-Cadherin Anteil und in ein C-terminales 
Fragment zu spalten. Das C-terminale Fragment kann im weiteren Prozess intramembran durch den γ-Sekretase-
Komplex prozessiert werden. Die entstehende intrazelluläre Domäne (IZD) könnte an Signaltransduktionswegen 
beteiligt sein oder direkt in den Zellkern wandern, dort mit Aktivatoren oder Repressoren interagieren und die 
Expression bestimmter Zielgene beeinflussen. Ebenso kann das an VE-Cadherin gebundene β-Catenin in den 
Zellkern translozieren, an die Transkriptionsfaktoren TCF/LEF (T cell formation/ lymphoid enhance factor) 
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4.2 Regulation der VE-Cadherin Proteolyse 
Das Shedding transmembraner Proteine kann durch eine Vielzahl äußerer Faktoren verstärkt 
werden, wie z. B. PMA, Ionomycin und Zytokine. ADAM10 ist neben ADAM17 eine der 
wichtigsten Metalloproteinasen, die die proteolytische Spaltung vieler transmembraner 
Moleküle vollzieht. Dabei ist ADAM17 oftmals für das induzierte Shedding und ADAM10 für 
das konstitutive Shedding verantwortlich. Das induzierbare Shedding von VE-Cadherin wurde 
unter Einsatz einer Reihe verschiedener Stimulantien eingehender untersucht.  
Die bei Herren et al. beschriebene erhöhte Freisetzung von VE-Cadherin während der 
Apoptose unter Serumentzug (Herren et al., 1998) konnten in unseren Versuchen nicht 
nachgeweisen werden. Im Gegensatz dazu zeigte die Behandlung mit Staurosporin eine 
Zunahme des VE-Cadherin Sheddings. Das durch Staurosporin induzierte Shedding konnte 
durch Inhibition von ADAM10 aufgehoben werden. Staurosporin wirkt als potenter Inhibitor 
der Proteinkinase C (PKC), der Thrombozytenaggregation und induziert Apoptose in vielen 
Säugetier-Zelltypen. Neben Staurosporin existieren auch physiologische Substanzen die 
Proteinkinase C inhibieren, wie natürliche Bisindolylmaleimide das die Schleimpilze Arcyria 
major beziehungsweise Arcyria denudata produzieren (Steglich, 1989) oder das Calphostin C 
aus Cladosporium cladosporioides (Kobayashi et al., 1989). 
Die Inhibition der Proteinkinase C hatte keinen Einfluss auf die Proteolyse von VE-Cadherin, 
daher wird vermutlich der Einfluss von Staurosporin auf deren Wirkung als Induktor der 
Apoptose begründet sein.  
Die Konsequenzen für die Staurosporin-stimulierten Endothelzellen könnte eine verstärkte 
Aufhebung der Endothelzellädhasion beinhalten. In immunzytochemischen Färbungen von 
PAEC (Porcine Endothelzellen) unter Staurosporin-Einfluss zeigten Studien, dass nach 10 min 
bereits eine Aufhebung der Zellgrenzen zu beobachten war und nach 60 min kaum noch feste 
Zellverbindungen zu erkennen waren (Kabir et al., 2002). Für E-Cadherin ist beschrieben 
worden, dass die Behandlung von H184A1 (humane Epithelzelllinie) Zellen mit Staurosporin 
die Bildung zweier Fragmente generiert. Unter Einsatz des Breitbandmetalloproteinase-
Inhibitors TAPI konnte beobachtet werden, dass das größere Fragment in der Menge abnahm 
und das kleinere Fragment zunahm (Steinhusen et al., 2000). Staurosporin scheint auch für das 
Metalloproteinase-abhängige Shedding anderer Zelladhäsionsmoleküle eine wichtige Rolle zu 
spielen. 
Die Behandlung der Zellen mit dem Calcium-Ionophor Ionomycin, welches den extrazellulären 
Calcium-Einstrom in die Zelle bewirkt, führt zur Aktivierung des Sheddings von VE-Cadherin. 
Die durch Ionomycin induzierte Spaltung nahm durch gleichzeitige ADAM10 Inhibition 
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wieder ab. Die mit Ionomycin erhöhte VE-Cadherin Spaltung korrelierte in der Immun-
zytochemie mit einem verstärkten Verlust von Zellkontakten. Die gleichzeitige Inhibition von 
ADAM10 hob den Effekt von Ionomycin vollständig auf.  
Für CD44 konnte in anderen Studien beobachtet werden, dass der durch Ionomycin verursachte 
Calcium-Einstrom zu einem verstärkten ADAM10 vermittelten Shedding von CD44 führt 
(Nagano et al., 2004). Dieser Effekt wird darauf zurückgeführt, dass ADAM10 durch die 
Assoziation mit Calmodulin reguliert wird. Strömt Calcium in die Zelle, so bindet das an 
ADAM10 assoziierte Calmodulin Calcium, dies bewirkt eine Konformationsänderung des 
Calmodulins, die die Dissoziation von ADAM10 fördert. Infolgedessen zeigt ADAM10 ohne 
assoziiertes Calmodulin eine erhöhte Sekretaseaktivität, was ein verstärktes Shedding der 
ADAM10 Substrate hervorruft. Ein vergleichbarer Mechanismus wäre auch für die                     
VE-Cadherin Proteolyse denkbar. Extrazellulärer Ca2+ Einstrom bewirkt eine hohe 
Zellmotilität durch eine verminderte Zell-Matrix-Adhäsion (Nagano et al., 2004). Der 
Calcium-Einstrom aus Calciumspeichern im Endoplasmatischen Retikulum erfolgt nach 
Aktivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren durch ihre Liganden. Dabei kommt es zur 
Spaltung des in der Zytoplasmamembran lokalisierten Phosphatidylinositol-4,5-bisphophat und 
zur Bildung von Inositoltriphosphat (IP3). IP3 wechselwirkt mit dem im Endoplasmatischen 
Retikulum lokalisierten IP3-Rezeptor, ein Liganden-regulierter Calciumkanal, und führt zum 
Calcium-Einstrom ins Zytosol.  
Verschiedene vasoaktive Substanzen, wie Histamin und Thrombin, führen ebenfalls zu einer 
erhöhten intrazellulären Calciumkonzentration. In der Folge führt dies sehr wahrscheinlich 
ebenso zu einer Aktivierung von ADAM10. Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgeführten 
Versuche, führte die Stimulation mit Thrombin zu einer verstärkten VE-Cadherin Proteolyse. 
RNA-Interferenz Experimente zeigten die Beteiligung von ADAM10 bei dem Thombin-
induzierten Shedding von VE-Cadherin. In immunzytochemischen Färbungen führte Thrombin 
zu einer reversiblen Abnahme von VE-Cadherin in den Zellkontakten. Die Inhibibition von 
ADAM10 verhinderte weitgehend den Verlust von VE-Cadherin. Thrombin ist eine 
multifunktionelle Serinprotease, die an Orten der Gefäßverletzung gebildet wird. Offene 
Zellzwischenräume erhöhen die Permeabilität des Endothels, in der Folge dringen vermehrt 
Blutzellen in das Gewebe um an den Ort der Entzündung zu gelangen. Zudem dringt verstärkt 
Flüssigkeit in das Gewebe und führt zur Ausbildung eines Ödems (Dejana et al., 2009). 
Thrombin ist darüber hinaus ein Blutgerinnungsfaktor und ein wichtiges Protein in der 
Gerinnungskaskade, so wandelt es lösliches Fibrinogen in nicht lösliches Fibrin um und 
katalysiert eine Reihe anderer Koagulations-verwandter Reaktionen. Thrombin ist in der 
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physiologischen und der pathologischen Koagulation involviert. Zudem ist Thrombin ein 
wichtiger Faktor beim Vasospasmus, einer plötzlich krampfartigen Verengung eines Gefäßes 
gefolgt von einer subarachnoidalen Blutung. Dabei setzt verklumptes Blut zerstörter zerebraler 
Aneurysmen Thrombin frei. Dies induziert eine akute und ausgedehnte Stenose des 
Blutgefäßes, was in einer Minderdurchblutung des Gehirns und zu einem Schlaganfall führen 
kann (Licari und Kovacic, 2009). 
Eine verstärkte VE-Cadherin Proteolyse durch Stimulation mit den proinflammatorischen 
Zytokinen TNF-α/IFN-γ als auch dem PKC-Agonist PMA konnte nicht nachgewiesen werden.  
Für E-Cadherin wurde gezeigt, dass die Stimulation mit den Zytokinen TNF-α/IFN-γ in 
humanen Keratinozyten ein verstärktes Shedding des Adhäsionsmoleküls induziert. Die 
Zunahme der E-Cadherin Freisetzung wurde durch MAP Kinase Signalwege aktiviert. TNF-α 
und IFN-γ waren zudem in der Lage die Aktivität von ADAM10 zu erhöhen (Maretzky et al., 
2008). Da in unseren Versuchen TNF-α und IFN-γ keinen Effekt auf das stimulierte Shedding 
von VE-Cadherin ausübten, kann möglicherweise darauf zurückzuführen sein, dass dieser 
Effekt Zelltyp-abhängig ist. 
 
 
4.3 Einfluss von ADAM10 auf die Permeabilität des Endothels 
Das konfluente Endothel bildet eine selektive Barriere zwischen dem vaskulären Raum des 
Blutgefäßes und dem Gewebe aus. Die Barrierefunktion des Endothels als Antwort von 
inflammatorischen Mediatoren, wie beispielsweise Thrombin, wird begleitet durch das 
Abrunden der Zellen während der Leukozytentransmigration und der Ausbildung endothelialer 
Lücken zwischen den Endothelzellen. Die endotheliale Integrität ist abhängig vom Zytoskelett, 
welches die Bildung von Aktin Stressfasern sicherstellt und über Aktomysin-getriebene 
Kontraktion die Zellgestalt und Adhäsion reguliert (Bogatcheva et al., 2002). 
Die endotheliale Barriere wird durch eine Reihe von Zelladhäsionsmolekülen, darunter             
VE-Cadherin, PECAM-1, CD99 und den JAMs, reguliert. Vor allem VE-Cadherin scheint 
besonders die Permeabilität zu modulieren (London et al., 2009). Ein wesentlicher Befund 
dieser Arbeit war, dass ADAM10 die Permeabilität einer HUVEC Zellschicht beeinflusst. Die 
Inhibition von ADAM10 führt zu einer Abnahme der Permeabilität. Die Überexpression von 
ADAM10 hingegen trug zu einer deutlichen Zunahme der Permeabilität bei. ADAM10 ist 
demnach in der Lage die endotheliale Permeabilität zu moduliert.  
In Versuchen mit vasoaktiven Substanzen konnte beobachtet werden, dass die Stimulation mit 
Thrombin eine Zunahme der Permeabilität während einer Stunde bewirkt. Die gleichzeitige 
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Inhibition von ADAM10 in Gegenwart von Thrombin reduzierte die Permeabilität, konnte den 
durch Thrombin hervorgerufenen Effekt allerdings nicht vollständig aufheben. Dieser Befund 
zeigt, dass die Aktivität von ADAM10 zu dem Thrombin-Effekt beiträgt, dass aber auch noch 
andere Faktoren auf die Permeabilität einen Einfluss ausüben. Denkbar wäre, dass noch andere 
Zelladhäsionsmoleküle einer proteolytischen Prozessierung nach Thrombin-Stimulation 
ausgesetzt sind oder die Moleküle einer Endozytose unterliegen.  
Im Rahmen der Untersuchung der Permeabilität kann nicht ausgeschlossen werden, dass der 
Effekt von ADAM10 nicht auch auf der Proteolyse andererer Zelladhäsionsmoleküle beruht.  
Ein wichtiges Adhäsionsmolekül ist unter anderem PECAM-1. PECAM-1 spielt eine Rolle in 
der Angiogenese, vaskulären Wundheilung und Kontrolle der Leukozytenextravasion 
(Newman et al., 1990, DeLisser et al., 1994, Muller et al., 1993). Des Weiteren wird es nicht 
nur auf Endothelzellen sondern auch auf Thrombozyten, neutrophilen Granulozyten, 
Monozyten und bestimmten T-Zell-Subgruppen exprimiert. Es ist diffus auf subkonfluent 
wachsenden Endothelzellen verteilt, aber konzentriert in Zell-Zellgrenzen sowie in 
Endothelzellkontakten vorhanden und vermittelt eine homophile Interaktion (Albelda et al., 
1991). Es gibt zahlreiche Hinweise die zeigen, dass PECAM-1 ein Schlüsselprotein in der 
Adhäsionskaskade ist, die zur Extravasion von Leukozyten während entzündlicher Prozesse 
führt. Muller et al. zeigte, dass durch die Behandlung von Monozyten und Neutrophilen mit 
PECAM-1 spezifischen Antikörpern die Emigration quer über die Endothelzellschicht inhibiert 
werden kann. Wird die endotheliale Zellverbindung PECAM-1 blockiert, wird ebenso effektiv 
die Leukozytentransmigration inhibiert, dies ist ein Indiz dafür, dass PECAM-1 auf beiden 
Seiten - auf Endothelzellen ebenso wie auf der Leukozytenseite - auf den Transmigrations-
prozess einwirkt (Muller et al., 1993). 
Das Shedding von PECAM-1 konnte in einigen Studien bereits beobachtet werden. So führt die 
Behandlung von HIV-infizierten PBMCs mit CCL2 (MCP-1, monocyte chemotactic protein-1) 
zum induzierten Shedding von PECAM-1 (Eugenin et al., 2006). Weiterhin unterliegt 
PECAM-1 während der Apoptose einer Proteolyse und wird von der Zelloberfläche 
geschnitten, wobei ein 100 kDa lösliches Protein im Zellkulturmedium akkumuliert. Das 
Shedding von PECAM-1 wird durch eine Metalloproteinase vermittelt, da die Spaltung durch 
GM6001 inhibitiert werden kann (Ilan et al., 2001).  
Neben VE-Cadherin und PECAM-1 spielen noch weitere Zelladhäsionsmoleküle eine Rolle 
beim Aufbau der endothelialen Permeabilität. Für das transmembrane Glykoprotein JAM-A 
(junctional adhesion molecule-A), konnte gezeigt werden, dass dieses durch die 
Metalloproteinase ADAM17 und in einem geringeren Maße auch durch ADAM10 
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proteolytisch prozessiert wird (Koenen et al., 2009). JAM-A gehört zur Immunglobulin 
Superfamilie und wird in Endothel- und Epithelzellen sowie in Leukozyten und Thrombozyten 
exprimiert (Weber et al., 2007, Nourshargh et al., 2006, Bradfield et al., 2007). JAM-A ist in 
der Organisation von Verschlusskontakten involviert, wobei es die Schaffung einer vaskulären 
Diffusionsbarriere schafft (Mandell et al., 2006, Aurrand-Lions et al., 2001). Darüber hinaus 
spielt es eine Rolle bei der Migration und Angiogenese von kultivierten Endothelzellen (Cooke 
et al., 2006, Naik und Naik, 2006). JAM-A wird konstitutiv von Endothelzellen und 
Epithelzellen durch Proteolyse freigesetzt. Die Freisetzung von JAM-A wird durch die pro-
inflammatorischen Zytokine TNF-α und IFN-γ, durch PMA und PAF (Platelet-activating 
factor) verstärkt. Dabei konnte gezeigt werden, dass TNF-α und IFN-γ die Aktivität von 
ADAM17 hochregulieren. Mittels des ADAM10/ADAM17-Inhibitors GW280264X konnte 
sowohl das konstitutive als auch das induzierte Shedding durch TNF-α und IFN-γ, PMA und 
PAF von JAM-A inhibiert werden. Die Metalloproteinase ADAM17 wurde bereits als 
relevante Protease des PMA-induzierten Sheddings von L-Selektin, VCAM und CX3CL1 im 
Rahmen der Leukozytenrekrutierung ausgemacht (Peschon et al., 1998, Garton et al., 2003, 
Garton et al., 2001, Hundhausen et al., 2003). Zudem zeigte die Studie, dass lösliches JAM-A 
einen antagonistischen Effekt auf die Leukozytenrekrutierung hat, die Migration von 
Neutrophilen somit limitiert werden kann (Koenen et al., 2009). 
Für das Zelladhäsionsmolekül CD99 konnte bisher keine proteolytische Ektodomänenspaltung 
durch eine Metalloproteinase nachgewiesen werden. CD99 ist ein 32 kDa Typ I Trans-
membranprotein und ist präsentiert auf Thymozyten, T-Zellen und vielen anderen hämato-
poetischen Zelltypen (Schenkel et al., 2002). 
Wird davon ausgegangen, dass die Proteolyse von VE-Cadherin durch ADAM10 Einfluss auf 
die Permeabilität nimmt, nimmt die Menge des VE-Cadherins auf der Zelloberfläche während 
der Proteolyse ab. Gleichzeitig kommt es zu einem Verlust von Zell-Zell-Verbindungen, 
welches eine gesteigert Permeabilität der Vaskulatur nach sich zieht. In Studien konnte gezeigt 
werden, dass die ADAM10 Expression in endothelialen Zellen durch LPS oder TNF-α 
hochreguliert wird (Boulday et al., 2001). Dies könnte ein Indiz dafür sein, dass vor allem 
während Entzündungsreaktionen verbunden mit einer erhöhten ADAM10 Expression die         
VE-Cadherin Proteolyse eingeleitet wird und dies wiederum eine verstärkte Durchlässigkeit 
der Endothelzellen zur Folge hat. In unseren Experimenten konnten wir keine VE-Cadherin 
Proteolyse unter Einwirkung von TNF-α beobachten. Es wurde aber gezeigt, dass TNF-α die 
Permeabilität unter gleichzeitiger Reduktion der VE-Cadherin Expression induziert (Hofmann 
et al., 2002). Daher ist anzunehmen, dass TNF-α nur indirekt die VE-Cadherin Expression auf 
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der Zelloberfläche beispielsweise durch Aufnahme von VE-Cadherin in intrazelluläre Vesikel 




4.4 Einfluss von ADAM10 auf die Transmigration  
Das Endothel formt die Hauptbarriere für eine Reihe von Makromolekülen und für 
zirkulierende Leukozyten zwischen Blutstrom und Gewebe. Es galt in der Folge zu klären, 
inwieweit ADAM10 einen Effekt auf die Transmigration von Leukozyten ausübt. 
Zu Beginn wurde der Einfluss von Metalloproteinasen auf die Transmigration von T-Zellen 
durch eine HUVEC-Zellschicht untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von 
Metalloproteinasen die Transmigration der T-Zellen verringert. Insbesondere die Inhibition 
von ADAM10 hatte einen deutlichen Einfluss auf die Transmigration. Die Herunterregulierung 
der ADAM10 Expression zeigte ebenfalls eine Abnahme der Transmigration von T-Zellen. 
Eine deutliche Reduktion der T-Zell-Transmigration war festzustellen, wenn die ADAM10 
Expression auf den T-Zellen herunterreguliert wurde. 
Die Transmigration über das Endothel resultiert in der Dissoziation und dem Verlust des            
VE-Cadherin-Komplexes. In Studien konnte gezeigt werden, dass PMNs, wenn sie auf TNF-α 
behandelte Zellen gegeben werden, die interendothelialen VE-Cadherin Verbindungen 
aufbrechen (Maschino et al., 1996). Zudem konnte gezeigt werden, dass PMNs und TNF-α 
Behandlung zu einer Reduktion der VE-Cadherin Menge auf der Zelloberfläche führen 
(Allport et al., 1997). In indirekten Immunfluoreszenzaufnahmen konnte beobachtet werden, 
dass die Adhäsion von Neutrophilen den Verlust des VE-Cadherin-Komplexes innerhalb einer 
Endothelzellschicht induziert (Allport et al., 1997). Möglicherweise wird durch eine derartige 
Interaktion auch eine Zunahme der ADAM10 Aktivität induziert.  
Im Folgenden soll auf die in dieser Arbeit untersuchten Ereignisse am Endothel eingegangen 






























Abb. 4.2: Schematisches Model der ADAM10-abhängigen endothelialen Permeabilität 
Thrombin bindet an seinen Rezeptor PAR-1 und induziert eine intrazelluläre Signalkaskade, die die ADAM10-
abhängige VE-Cadherin Proteolyse aktiviert. Dieser Effekt führt zur endothelialen Zelldissoziation und 
Ausbildung einer Lücke zwischen den Endothelzellen. Weiterhin reguliert ADAM10 die Transmigration von            
T-Zellen durch das Endothel. Sehr wahrscheinlich induziert die Bindung von aktivierten T-Zellen an das Endothel 
intrazelluläre Signalkaskaden in den Endothelzellen, die zur ADAM10-Aktivierung und verstärkter VE-Cadherin 
Proteolyse führen. Das auf T-Zellen exprimierte ADAM10 kann ebenso an der Regulation des Transmigrations-
prozesses durch proteolytische Spaltung von Zelladhäsionsmolekülen auf der T-Zelloberfläche oder durch Trans-
shedding des endothelialen VE-Cadherins beisteuern. 
 
 
Anhand der erhaltenen Ergebnisse konnte ein schematisches Model aufgestellt werden, bei der 
ADAM10 eine wichtige Rolle bei der endothelialen Permeabilität und der Transmigration von 
Leukozyten spielt (Abb. 4.2).  
Danach ist Thrombin in der Lage, über die Aktivierung des Thrombin-Rezeptors intrazelluläres 
Ca2+ freizusetzen. Der Ca2+ Einstrom aktiviert ADAM10, indem das Calcium-bindende 
Calmodulin von ADAM10 dissoziiert. Damit verfügt ADAM10 über eine erhöhte 
Sekretaseaktivität (Nagano et al., 2004), was in der Folge zum Shedding von VE-Cadherin 
führt. Es besteht die Hypothese, dass die Aktivierung von ADAM10 durch eine Erhöhung der 
intrazellulären Calciumkonzentration auch als Folge einer Bindung von Leukozyten über 
Zelladhäsionsmoleküle an das Endothel und durch eine Aktivierung der Endothelzellen 
eingeleitet wird. So induziert beispielsweise die Bindung der Leukozyten über Integrine an 
deren Rezeptor ICAM-1 auf den Endothelzellen eine Calciumerhöhung, Aktivierung der Rho 
GTPase und Phosphorylierung verschiedener Proteine einschließlich der FAK (focal adhesion 
kinase) (Pfau et al., 1995, Etienne-Manneville et al., 2000). Ebenso führt die Bindung an 
VCAM-1 zu einem erhöhten intrazellulären Calciumeinstrom, Rho-abhängige RAC 
Aktivierung und ROS Generierung (Matheny et al., 2000, van Wetering et al., 2003, Cook-
Thrombin
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Mills et al., 2004). Eine weitere Aktivierung der ADAMs durch ROS kann diskutiert werden, 
so wurde bereits mehrfach beschrieben, dass ROS das ADAM17-abhängige Shedding induziert 
(Zhang et al., 2001). Dies gilt vermutlich auch für ADAM10 (Fischer et al., 2004). Neben der 
Aktivierung der ADAMs auf den Endothelzellen kann theoretisch auch das auf den 
Leukozyten exprimierte ADAM10 zur Regulation der Transmigration beitragen, indem die 
proteolytische Spaltung des VE-Cadherins durch Trans-shedding erfolgt. Dabei wird das VE-
Cadherin auf den Endothelzellen durch ADAM10 der Leukozyten gespalten. In Trans-
shedding Experimenten konnte beobachtet werden, dass das VE-Cadherin ADAM10-
defizienter MEFs, die mit VE-Cadherin transfiziert und mit T-Zellen co-inkubiert wurden, 
einer vollständigen Proteolyse oder Degradation unterlag, da weder das Volllängenprotein 
noch das Spaltfragment nachweisbar waren. Deshalb sind keine Aussagen über das Trans-
shedding von VE-Cadherin möglich. Weiterhin besteht jedoch die Möglichkeit, dass T-Zellen 
Substanzen sezernieren, die die Aktivität von ADAM10 auf den Endothelzellen herauf-
regulieren. In Co-Kulturvierungsstudien konnten wir dies bereits beobachten. Hierbei wurden 
T-Zellen einerseits indirekt mit HUVEC Zellen co-kultiviert, wobei die Zellen durch einen         
0,4 µm Filtereinsatz voneinander getrennt wurden und anderseits T-Zellen direkt mit HUVEC 
Zellen inkubiert. In beiden Fällen konnte eine Zunahme der Pro- und maturen Form von 
ADAM10 beobachten werden. Die direkte Inkubation der T-Zellen mit den HUVEC Zellen 
zeigte eine stärkere Aktivierung von ADAM10 als die indirekte Co-Kultivierung. Die direkte 
Bindung von Leukozyten an das Endothel bewirkt demnach eine stärkere Aktivierung der 
Metalloproteinase. Dies kann möglicherweise durch Rezeptor-Ligand-Interaktionen oder aber 
durch Aktivierung von Signaltransduktionskaskaden ausgelöst werden. In verschiedenen 
Studien konnte gezeigt werden, dass die Expression von ADAM10 beispielsweise auch durch 
die Zytokine TNF-α und IL-1α, die von T-Zellen sekretiert werden, heraufgesetzt wird 
(Boulday et al., 2001, Bandyopadhyay et al., 2006).  
 
 
4.5 Rolle der ADAMs bei der Angiogenese 
Die Funktionen des Endothels sind vielfältig. Neben der Rekrutierung und Transmigration der 
Leukozyten oder auch der Regulation des Gefäßtonus durch vasoaktive Substanzen spielen 
auch die Angiogenese, die Neubildung von Blutgefäßen, und die Migration der Endothelzellen 
eine Rolle.  
Trochon et al. konnten zeigen, dass die Inhibition der ADAMs die dosis-abhängige Tube 
Formation und damit die Angiogenese reduziert (Trochon  et al., 1998). Demnach scheinen 
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ADAMs eine Funktion bei der Angiogenese zu haben. Der Einsatz von rekombinantem 
ADAM10 konnte in dieser Arbeit keinen Effekt auf die Angiogenese bestätigen. Insofern 
könnten andere ADAMs in die Gefäßneubildung involviert sein.  So konnte ADAM17 bereits 
als wichtiger Regulator verschiedener Schlüsselschritte während der Angiogenese ausgemacht 
werden. Der knockdown von ADAM17 durch siRNA als auch die Inhibition von ADAM17 
zeigte eine Destabilisierung des kapillaren Netzwerkes auf dreidimensionalem Matrigel (Göoz 
et al., 2009). ADAM8 spielt ebenfalls eine Rolle bei der Proliferation und Migration von 
Endothelzellen während der Angiogenese (Mahoney  et al.,  2009). ADAM15 ist möglicher-
weise auch in der Angiogenese involviert (Komiya et al., 2005). ADAMs spielen demnach 
eine wichtige Funktion während der Angiogenese. 
Trochon et al. konnten ebenfalls zeigen, dass die Inhibition der ADAMs dosis-abhängig die 
Migration von HMEC-1 (human dermal microvascular endothelial cells) unterbindet (Trochon  
et al., 1998). Mit dem spezifischen ADAM10-Inhibitor konnte kein Unterschied bezüglich der 
Migration von HUVECs im Vergleich zu Kontrollzellen gezeigt werden. Eine mögliche 
Ursache könnte sein, dass es sich bei den HMEC-1 um mikrovaskuläre Endothelzellen handelt, 
die HUVECs aber makrovaskuläre Endothelzellen sind. Des Weiteren haben Trochon et al. in 
der Studie einen allgemeinen ADAM-Inhbitor verwendet, wohingegen unsere Versuche mit 
dem spezifischen ADAM10-Inhibitor durchgeführt wurden. In Glioblastomzellen fördert das 
ADAM10-vermittelte Shedding von N-Cadherin die Zellmigration (Kohutek et al., 2009). 
Weiterhin konnte beobachtet werden, dass in humanen Mesangialzellen die spezifische 
ADAM10-Inhibition durch siRNA zu einer Reduktion der Zellmigration führte (Schramme et 
al., 2008). Auch die Inhibition von ADAM10 auf E-Cadherin exprimierenden HaCaTs 
(humane Keratinozyten) zeigte einen Einfluss auf die Migration (Maretzky et al., 2005a). 
Scheinbar hat ADAM10 keine Bedeutung bei der Migration von HUVECs. Möglicherweise 
bedarf es noch anderer Metalloproteinasen, die eine Delokalisation anderer Zelladhäsions-
moleküle bewirken und damit die Migration der HUVECs ermöglichen. 
Interessanterweise zeigten die mit ADAM10-Inhibitor behandelten HUVECs im Vergleich zu 
unbehandelten Zellen eine weitaus längere Lebensdauer. Es ist zu vermuten, dass die 
Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Verbindung eine wichtige Rolle beim Überleben der Zellen 
spielt. So scheint das Verhindern der VE-Cadherin Proteolyse durch Inhibition von ADAM10, 
den Erhalt der VE-Cadherin-Verbindungen zu bewirken und eine längere Lebensdauer nach 
sich zu ziehen. Bisher konnte gezeigt werden, dass die Assoziation von VE-Cadherin mit 
VEGFR-2 entscheidend für das Überleben der Endothelzellen ist (Carmeliet et al., 1999). 
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4.6 Die Bedeutung von ADAM10 bei der Arteriosklerose 
Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die klinische Relevanz der proteolytischen Ektodomänen-
spaltung von VE-Cadherin. In einer Studie konnte beobachtet werden, dass eine erhöhte          
VE-Cadherin Freisetzung in epikardialen Arterien mit koronarer Arteriosklerose assoziiert war 
(Soeki et al., 2004). Dies konnte in eigenen Versuchen bestätigt werden. Dazu wurde das 
Serum gesunder Patienten mit dem von Patienten, die an der koronaren Herzkrankheit erkrankt 
waren, verglichen. Hierbei konnte ebenfalls ein signifikant erhöhter Level an löslichem              
VE-Cadherin in den Patientenseren mit koronarer Herzkrankheit gemessen werden. Demnach 
scheint es einen wichtigen Zusammenhang zwischen VE-Cadherin Proteolyse und 
Arteriosklerose zu geben. Zu Überlegen wäre, ob der Einsatz des ADAM10-Inhibitors zur 
therapeutischen Behandlung bei einer Arteriosklerose sinnvoll ist. Bislang wurde ADAM10 als 
Ziel für Anti-Krebs-Therapien diskutiert (Moss et al., 2008). So suchen pharmazeutische 
Unternehmen aktiv ADAM10-Inhibitoren für die Behandlung von Krebserkrankungen bei 
denen bekannt ist, dass ADAM10 die Freisetzung des ErbB Rezeptors bewirkt. Dabei wird 
HER2/ErbB2 von der Zellmembran geschnitten, was ein notwendiges Ereignis für die 
Proliferation von HER2 positiven Tumorzellen ist (Moss et al., 2008). Weiterhin ist ADAM10 
fähig die Prozessierung von Betacellulin zu vermitteln. Ein Inhibitor gegen ADAM10 kann 
gegen EGFR/ErbB1 und HER4/ErbB4 Rezeptor positive Tumorzellen die Betacellulin-
abhängig sind eingesetzt werden (Moss et al., 2008). In einem anderen Fall ist ADAM10 die 
Hauptquelle für das Shedding von HER2. Die Inhibition von ADAM10 bietet einen 
therapeutischen Ansatz für die Behandlung von Brustkrebs und verschiedener weiterer 
Krebsarten die eine HER2 Signalübertragung aufweisen (Liu et al., 2006). ADAM10 weist für 
viele verschiedene Moleküle die mit der Proliferation, Differenzierung, Adhäsion und 
Migration von Krebs eingehergehen eine Sekretaseaktivität auf, darunter Notch, E-Cadherin, 
CD44 und L1. ADAM10 stellt hierbei ein Schlüsselmolekül dar, bei dem durch spezifische 
Inhibition, die pharmakologische Behandlung gegen Krebserkrankungen möglich ist. Es bleibt 
noch zu klären, ob neben der Behandlung von Tumoren auch die Behandlung von 
Arteriosklerose unter Verwendung eines ADAM10-Inhibitors sinnvoll wäre. 
In einer weiteren Studie konnte VE-Cadherin als Marker für die Progression von 
arteriosklerotischen Plaques ausgemacht werden. In carotiden Plaques konnte eine starke 
Expression von VE-Cadherin beobachtet werden, die verbunden war mit einer Plaque 
Instabiltität, hohen Dichte an Stenosen und klinischen Ereignissen (Sigala et al., 2003). 
Arteriosklerose und thrombotische Komplikationen treten auch verstärkt bei gesunden Frauen 
postmenopausal auf. Im Rahmen einer Hormontherapie wirkt die Gabe von Östrogenen 
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cardioprotektiv. Hierbei konnte beobachtet werden, dass die Verabreichung von Östrogenen zu 
einer signifikanten Abnahme des lösliches VE-Cadherins im Serum führt (Christodoulakos et 
al., 2004). Eine Verringerung der VE-Cadherin Proteolyse scheint auch hier einen schützenden 
Effekt auf die Gefäße auszuüben. 
Interessanterweise konnte auch beobachtet werden, dass oxidiertes LDL (oxLDL)                    
VE-Cadherin innerhalb der endothelialen Verbindungen herunterreguliert (Hashimoto et al., 
2007). Es ist bekannt, dass oxLDL die Initiation von Monozyten während der 
transendothelialen Migration während der Arteriosklerose fördert. Für das oxLDL wurde 
beschrieben, dass es einen breiten Effekt auf Zellen der Vaskulatur ausübt. So fördert es die 
Arteriogenese, indem Zelladhäsionsmoleküle wie VCAM-1, ICAM-1 und MCP-1 auf den 
Endothelzellen herunterreguliert werden (Kume et al., 1992, Klouche et al., 1999, Mertens et 
al., 2001). Für arteriosklerotische Läsionen in vivo wurde beschrieben, dass oxLDL vorrangig 
subendothelial akkumuliert, möglicherweise weil ein relativ geringes Level an Antioxidantien 
in der subendothelialen Schicht im Vergleich zum Plasma vorkommt (Dhaliwal et al., 1999).  
Lösliches VE-Cadherin ist ebenso involviert in die Pathogenese des ovariellen Hyper-
stimulationssyndroms und ist wahrscheinlich ein Indikator der Corpus Luteum Funktion nach 
ovarieller Hyperstimulation (Villansantei et al., 2008). Ebenfalls ist im Serum von Patienten 
mit multiplen Myelomen verstärkt lösliches VE-Cadherin vorzufinden (Wrobel et al., 2006).  
Insgesamt zeigen die hier erhobenen Daten, dass ADAM10 ein wichtiger Regulator für die 




Um die Bedeutung des VE-Cadherin Sheddings am Endothel zu klären, wäre es wichtig noch 
weitere Erkenntnisse zur Proteolyse von VE-Cadherin zu erhalten. Interessant wäre es zu 
zeigen, ob β-Catenin nach der Spaltung von VE-Cadherin die Expression von Zielgenen im 
Zellkern reguliert. Um dies zu überprüfen, könnte man HUVEC Zellen mit ADAM10 siRNA 
bzw. Kontroll siRNA transfizieren und in Gegenwart bzw. Abwesenheit eines Stimulanz 
inkubieren. Die Zelllysate sollten anschließend auf deren β-Catenin Zielgene hin wie cyclin 
D1, c-myc und c-jun miteinander verglichen werden. Ein Ausbleiben der Induktion dieser 
Zielgene bei den ADAM10 siRNA-transfizierten Zellen wäre dann ein Hinweis, dass durch das 
Shedding des Adhäsionsmoleküls VE-Cadherin β-Catenin freigesetzt wird und in den Zellkern 
transloziert.  
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Ein weiteres Ziel könnte sein, der Frage nach der Bedeutung der VE-Cadherin Proteolyse 
während der Arteriosklerose nachzugehen. So könnten arteriosklerotische Gefäße mit 
gesunden Gefäßen im Hinblick auf die Expression und Lokalisation von VE-Cadherin und 
ADAM10 miteinander verglichen werden. 
Grundsätzlich bleibt auch zu klären, welche physiologischen Faktoren neben Thrombin noch 
an der Aktivierung der VE-Cadherin Proteolyse beteiligt sind. In diesem Zusammenhang 
könnten noch andere vasoaktive Substanzen, wie Histamin oder Serotonin auf deren Einfluss 
auf das VE-Cadherin Shedding untersucht werden.  
Weiterhin ist noch offen, welche Stellung die VE-Cadherin Proteolyse während der 
Leukozytentransmigration einnimmt. Hier bleibt die Frage zu klären, ob Leukozyten während 
der Transmigration durch das Endothel VE-Cadherin durch Trans-shedding spalten oder ob 
andere Mechanismen einen Verlust der VE-Cadherin Zellkontakte hervorrufen und damit die 
Migration der Leukozyten über das Endothel ermöglichen.  
Um letztendlich herauszufinden, ob die ADAM10-vermittelte VE-Cadherin Proteolyse in vivo 
relevant ist, wären Untersuchungen am Mausmodel sinnvoll. Einerseits könnte die Generierung 
einer konditionalen ADAM10 knockout Maus, bei der ADAM10 nur im Gefäßsystem 
ausgeschaltet ist, generiert werden. An so einem Model könnte dann die Bedeutung von 
ADAM10 auf die Ausbildung von Adhärenzkontakten oder auch auf die Transmigration von 
Leukozyten untersucht werden. Andererseits könnte eine Transgene Maus untersucht werden, 
die Gefäßspezifisch z. B. durch einen VE-Cadherin- oder Tie2-Promoter reguliert wird. Hieran 
könnte unter anderem die Gefäßpermeabilität, aber auch pathophysiologische Vörgänge, wie 
Arteriosklerose, Krebs und Wundheilung analysiert werden.   




Das vaskuläre endotheliale (VE)-Cadherin ist ein wichtiges Zelladhäsionsmolekül, welches in 
den Adhäsionskontakten von Endothelzellen lokalisiert ist. Es spielt eine wesentliche Rolle bei 
der Aufrechterhaltung der vaskulären Integrität und der endothelialen Permeabilität, sowie bei 
der Regulation der Leukozytentransmigration und der Angiogenese. 
Eine erhöhte Freisetzung von löslichem VE-Cadherin konnte im Zusammenhang mit der 
Arteriosklerose beobachtet werden. Frühere Daten zeigten, dass die extrazelluläre Domäne von 
VE-Cadherin von einer unbekannten Metalloproteinase während der Apoptose freigesetzt wird. 
In dieser Arbeit wurde die proteolytische Spaltung von VE-Cadherin in primären Endothel-
zellen aus humaner Nabelschnur (HUVECs) in Inhibitionsversuchen, Stimulationsversuchen 
und RNA-Interferenz Experimenten untersucht.  
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Ektodomäne von VE-Cadherin spezifisch durch die 
Disintegrin-ähnliche Metalloproteinase ADAM10 gespalten wird. Durch das Shedding entsteht 
eine lösliche Ektodomäne, welche in den extrazellulären Raum freigesetzt wird und ein                
C-terminales Fragment, welches in der Membran verbleibt. Dieses membrangebundene                
C-terminale Fragment ist Substrat für den γ-Sekretase-Komplex und wird innerhalb der 
transmembranen Domäne proteolytisch prozessiert. 
Die ADAM10-vermittelte Proteolyse von VE-Cadherin konnte durch Ca2+-Einstrom und 
Staurosporin Behandlung induziert werden. Dies deutet darauf hin, dass das ADAM10-
vermittelte Shedding von VE-Cadherin zu einem Auflösen der Adhäsionskontakte 
beispielsweise während der Aktivierung von Endothelzellen oder der Apoptose führt. Die 
Aktivierung oder Hemmung von Proteinkinase C zeigte keinen Einfluss auf die Prozessierung 
von VE-Cadherin. 
Eine erhöhte ADAM10 Expression führte zu einer Zunahme der endothelialen Permeabilität. 
Zudem trägt ADAM10 zur Thrombin-induzierten Abnahme der endothelialen Zelladhäsion 
bei. Der knockdown von ADAM10 in HUVECs sowie in T-Zellen durch siRNA 
beeinträchtigte die Transmigration von T-Zellen. 
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass ADAM10 als neuer Regulator der vaskulären 
Permeabilität identifiziert werden konnte. Ebenso konnte gezeigt werden, dass ADAM10 bei 
der Regulation der VE-Cadherin-abhängigen endothelialen Zellkontakte und der trans-
endothelialen Migration von Leukozyten über das Endothel eine wesentliche Rolle spielt.  




The vascular endothelial (VE)-cadherin is an important cell adhesion molecule, which is 
localized in the adherens junctions of endothelial cells. It plays an essential role in maintaining 
vascular integrity and endothelial permeability, as well as in the regulation of leukocyte 
transmigration and angiogenesis. 
An increased release of soluble VE-cadherin was observed in the context of atherosclerosis. 
Previous data showed that the extracellular domain of VE-cadherin is released by an unknown 
metalloproteinase during apoptosis. 
In this study, the proteolytic cleavage of VE-cadherin was investigated in primary endothelial 
cells from human umbilical cord (HUVECs) by inhibition experiments, stimulation 
experiments and RNA interference experiments. 
It was shown that the ectodomain of VE-cadherin is cleaved specifically by the disintegrin and 
metalloproteinase ADAM10. The shedding results in the generation of soluble ectodomain, 
which is released into the extracellular space and a carboxyl-terminal fragment, which remains 
in the membrane. This membrane-bound carboxyl-terminal fragment is a substrate for the             
γ-secretase complex and is proteolytically processed within the transmembrane domain. 
The ADAM10-mediated proteolysis of VE-cadherin could be induced by Ca2+ influx and 
staurosporine treatment. This suggests that the ADAM10-mediated shedding of VE-cadherin 
leads to a dissolution of adherens junctions, for example, during the activation of endothelial 
cells or apoptosis. The activation or inhibition of protein kinase C had no effect on the 
processing of VE-cadherin. 
Increased expression of ADAM10 led to an increase in endothelial permeability. Moreover 
ADAM10 contributes to thrombin-induced decrease of endothelial cell adhesion. The 
knockdown of ADAM10 in HUVECs as well as in T cells by siRNA impaired the 
transmigration of T cells. 
In summary, these data show that ADAM10 could be identified as a novel regulator of vascular 
permeability. In addition, it was shown that ADAM10 plays an important role in the regulation 
of VE-cadherin-dependent endothelial cell contacts and in the transendothelial migration of 
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